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RESUMO

A espécie Zaprionus indianus é uma espécie originaria da Africa porém é encontrada em
muitos continentes do planeta, incluindo o continente americano. Essa espécie possui um
potencial de se tornar praga em culturas de frutas que sdo amplamente distribuidas no
Brasil, e 0 seu controle bem como de outros grupos de insetos, incluindo vetores de
doencas como o Aedes aegypti, é realizado atraves da utilizacdo de inseticidas
organofosforados, em areas rurais e urbanas. O presente trabalho teve como objetivo
avaliar o potencial bioindicador de contaminacdo por Malathion da enzima
Acetilcolinesterase, alvo do inseticida, em geracdes F1 de populacdes de Uberaba e
Peirdpolis da espécie Zaprionus Indianus. Além de verificar se existe diferenca
significativa relacionada ao sexo, bem como o comportamento sazonal, relacionado a
atividade catalitica dessa enzima em estacdes secas e Umidas. Foram realizadas analises
de espectofotometria de luz e eletroforetica em gel de poliacrilamida para avaliar a agéo
e inibicdo enzimatica, utilizando as cabecas dos individuos experimentais. Os dados
encontraram valores significativos em comparacdes de atividades encontradas em
populacdes de estacOes diferentes, além de uma correspondencia entre o final de uma
estacdo e meio de outra. Os testes de inibicdo demostracdo valores inferiores de atividade
enzimatica quando exposta ao inseticida Malathion em populagdes das estacGes de marco
e junho. Valores ndo significativos foram encontrados para compara¢6es entre machos e
fémeas. De acordo com os resultados das analises, a enzima AChE mostrou um alto
potencial como bioindicadora de contaminagéo por Malathion.

Palavras-chave: Acetilcolinesterase. Organofosforado. Sazonalidade.



ABSTRACT

Zaprionus indianus is a species originally from Africa but is found on many continents of
the planet, including the American continent. This species has the potential to become a
pest in fruit crops that are widely distributed in Brazil, and its control as well as other
insect groups, including disease vectors such as Aedes aegypti, is accomplished through
the use of organophosphate insecticides, in rural and urban areas. The present work aimed
to evaluate the potential bioindicator of Malathion contamination of the enzyme
Acetylcholinesterase, target of the insecticide, in F1 generations of Uberaba and
Peiropolis populations of Zaprionus Indianus. In addition to verifying if there is
significant difference related to sex, as well as seasonal behavior, related to the catalytic
activity of this enzyme in dry and humid seasons. Light spectrophotometry and
polyacrylamide gel electrophoretic analysis were performed to evaluate the enzymatic
action and inhibition using the heads of the experimental subjects. The data found
significant values in comparisons of activities found in populations of different seasons,
as well as a correspondence between the end of one season and a half of another.
Inhibition tests showed lower values of enzyme activity when exposed to the Malathion
insecticide in populations of the March and June seasons. Non-significant values were
found for comparisons between males and females. According to the results of the
analyzes, the enzyme AChE showed a high potential as a bioindicator of Malathion
contamination.

Keywords: Acetylcholinesterase. Organophosphate. Seasonality.
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1 INTRODUCAO

1.1 TAXONOMIA, MORFOLOGIA E DESENVOLVIMENTO DE ZAPRIONUS
INDIANUS GUPTA, 1970

A familia Drosophilidae inclui cerca de 4.300 espécies descritas em 75 géneros
que apresentam uma alta variagdo morfoldgica e bioldégica (BACHLI, 2015). Uma das
espécies da familia que invadiu as Américas no final dos anos 90 ¢ a mosca do figo
Zaprionus indianus, pertencente ao género Zaprionus (COQUILLET, 1902) que
apresenta dois subgéneros e cerca de 59 espécies catalogadas, sendo 48 delas pertencentes
ao subgénero Afrotropical Zaprionus e as outras 11 ao subgénero oriental e australiano
Anaprionus (YASSIN; DAVID, 2010; YASSIN et al., 2010).

Os individuos de Z. indianus (Figura 1) apresentam um comprimento médio de
3,0 mm, coloracdo marrom claro, olhos avermelhados e a presenca de faixas longitudinais
de cor branco-prateadas, contornadas por listras pretas presentes na cabeca e torax,

localizadas na regido dorsal (CHASSAGNARD; TSACAS,1993).

Figura 1 - Individuo de Z. indianus em habito dorsal evidenciando as principais
caracteristicas morfologicas desse plano corporal, incluindo as faixas brancas
longitudinais diagndsticas para a espécie

Fonte: Perucello, 2018a

A espécie Z. indianus apresenta como nicho alimentar o consumo de bactérias e
leveduras encontradas em frutos e sdo atraidas até os frutos em fermentacao pelos volateis

alcoolicos liberados durante o processo (GOMES et al., 2003). O substrato do fruto ¢
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utilizado como nicho para acasalamento, oviposi¢cdo das fémeas e desenvolvimento das
larvas (LACHAISE et al., 2004). O periodo de incubacéo dos ovos desse Drosophilidae
ocorre entre 24 a 36 horas e seu desenvolvimento até a fase adulta se realiza entre 15 a
20 dias, e longevidade dos adultos ocorrendo entre 24 a 83 dias (STEIN et al., 2003;
SETTA; CARARETO, 2005; ALAWANLEH, et al., 2016). Em condic6es laboratoriais
com temperatura controlada (25°C), machos e fémeas podem sobreviver até trés meses,
e a prole de uma fémea pode chegar a mais de 60 individuos, podendo encontrar variagdes
devido as diferencas nas condigdes experimentais ¢ da composigdo da dieta (SETTA;
CARARETO, 2005; ALAWANLEH, et al., 2016).

As variacdes fenotipicas quantitativas entre 0s sexos € baixa para a espécie,
apresentando diferencas de 2% para o comprimento das asas e 1% para 0 tamanho do
torax (DAVID et al., 2006a). Porém, outros caracteres morfologicos podem ser utilizados
para a triagem de machos e fémeas. A presenca do surstilo, na extremidade do abdome
de machos, e de ovopositor, na de fémeas (Figura 2), podem ser utilizados nesse processo
de identificagéo sexual.

Figura 2 - Morfologia externa de machos (esquerda) e fémeas (direita) de Z. indianus.
As setas indicam o surstilo, em machos, e o ovopositor, em fémeas

Fonte: Perucello, 2018b
Nota: As setas indicam o surstilo, em machos, e o ovopositor, em fémeas
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1.2 ZAPRIONUS INDIANUS E A COLONIZACAO DE NOVOS TERRITORIOS: A
INVASAO DA ASIA E DAS AMERICAS

A origem de Z. indianus é provavelmente a regido Sub-Saariana (Afrotropical),
apesar do epiteto indianus sugerir uma origem asiatica na regido biogeografica Oriental.
De fato, a primeira descri¢io da espécie foi realizada em espécimes coletados na India e
realizada por Gupta (1970). A principal hipotese para a origem da espécie € que ela tenha
surgido de uma linhagem ancestral do género Zaprionus oriunda da regido oriental que
colonizou a Africa e 14 evoluiu para Z. indianus (OKADA, 1981; YASSIN et al., 2008;
COMMAR et al., 2012). A introdugdo e coloniza¢ao da espécie nas regides Oriental
(India) e Neotropical (Américas) aconteceu no século XX, a primeira no final dos anos
70 e inicio dos 80 e a ultima no final dos 90. Esse processo contemporaneo de introdugao
e colonizagdo da espécie teria sido facilitado pela intensificagdo no comércio mundial de
frutas e culminou em uma amplitude global de distribuicdo da espécie que, atualmente, €
encontrada na India, nas regides Oriental, Afrotropical e Australiana, além da Neotropical
(Américas) conforme apresentado por diversos estudos sobre a diversidade de
Drosophilidae e o registro de Z. indianus nas areas (OKADA; CARSON, 1983; GONI et
al, 2001; LINDE et al., 2006; GALEGO; CARARETO, 2012; MARKOW et al, 2014).

O primeiro registro de Z. indianus no Brasil ocorreu em 1999, em uma plantagao
de caqui (Diospyrus kaki L., Ebenaceae), no municipio de Santa Isabel, no estado de Sao
Paulo, e de figo-roxo, em Valinhos, também no estado de Sao Paulo (STEIN et al., 2003;
TIDON et al., 2003). Em virtude no impacto econdmico causado nas culturas de figo-
roxo na época, que produziram uma perda de 50% da safra, a espécie recebeu a alcunha
de mosca do figo (VILELA, 1999). A espécie rapidamente se dispersou pelo Brasil e foi
entdo registrada de norte a sul do pais, e em outros paises da Américas do sul e também
na América do Norte (CASTRO; VALENTE, 2001; TONI et al., 2001; TIDON et al.,
2003; CULIK et al., 2005; LINDE et al., 2006; RENKEMA, 2013). Além do figo-roxo,
a espécie também ja foi registrada em associagdes com carambola, mamao, caju, tomate,
acerola, goiaba, banana, totalizando 31 familias e 74 espécies de frutos (LACHAISE;
TSACAS, 1983; KATO et al., 2004; CULIK et al., 2005).

A introducao da espécie no territorio brasileiro ocorrera por meio da intervengao
antropica do comércio de frutas entre Africa e Brasil. A hipotese mais aceita propde uma
introducdo unica, em propagulo numeroso e posterior expansao rapida pelo territorio sul
americano. Essa hipdtese apresenta como evidéncias padrdes de tracos quantitativos

(DAVID et al., 2006) e distribuicdo das inversdes cromossomicas (ANANINA et al.,
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2006) e dos polimorfismos de esterases (GALEGO; CARRETO, 2010, 2012) em
populacdes brasileiras e sul-americanas de Z. indianus. O impressionante potencial
adaptativo dessa espécie, logo chamou atengdo dos pesquisadores o que, resulta, em
estudos de diferentes areas da biologia que, buscam entender, os mecanismos
responsaveis por essa adaptacao tdo bem-sucedida. Além disso, o aumento populacional
acelerado e descontrolado evidenciou um potencial da espécie em se tornar uma praga
agricola e uma espécie que poderia desencadear algum impacto ecologico, sobretudo em
relagdo a relagdes ecolodgicas competitivas € na configuracdo de teias alimentares que
envolveriam outros Drosophilidae, ndo s6 em ambientes naturais, mas também em
cultivares e em areas urbanas (FERREIRA; TIDON, 2005). De fato, Galego e Carareto
(2005) evidenciaram, em populagdes de laboratério, um sucesso competitivo de Z.
indianus quando em interagdo com uma espécie nativa (Drosophila sturtevanti) € uma

introduzida (D. simulans) de Drosophilidae.

1.3 DINAMICA EVOLUTIVA E O PROCESSO BIOINVASIVO DE Z. INDIANUS NO
BRASIL

O sucesso de colonizagdo de uma espécie invasora depende da superagdo de
pressdes variadas conforme as varidveis presentes no territorio colonizado e das
caracteristicas adaptativas e pré-adaptativas presentes na espécie, caracteristicas estas que
surgem ao longo da histdria evolutiva que podem ser fruto de processos biologicos, tais
como mutagdes genéticas, presenca de plasticidade fenotipica, ou por uma combinagdo
de ambos (GILBERT et al., 2016).

Estudos genéticos e ecologicos envolvendo espécies invasoras da familia
Drosophilidae sugerem que elas podem ser utilizadas como modelo bioldgico para a
compreensdo dos processos de introducdo, colonizacdo e adaptagdo de bioinvasores
(GALEGO; CERON; CARARETO, 2006; CLARK et al., 2007, GALEGO;
CARARETO, 2010; JENNINGS, 2011; MOHANTY; KHANNA, 2017). Além disso, a
presenca de populagdes de drosofilideos ndo s6 endémicas, como também cosmopolitas,
permitiu a melhor compreensdo da disseminacdo continental de espécies dessa familia
(TIDON et al., 2003).

Essas populagdes podem apresentar interacdes competitivas, sobretudo quando da
introducdo de um bioinvasor. A espécie Z. indianus, por exemplo, apresenta algumas
particularidades relacionadas ao nicho de alimentagao e reproducdo que diferem daqueles

de outros drosofilideos, tais como acasalamento e ovoposicdo ocorrerem em frutos de
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diferentes espécies e com diferentes estados de maturagao (CASTRO; VALENTE, 2001,
VILELA et al. 2001; LINDE et al., 2006). Essas caracteristicas poderiam proporcionar
uma vantagem adaptativa de Z. indianus sobre outras espécies. De fato, Galego e Carareto
(2005) mostraram que a presenga de larvas Z. indianus interfere na viabilidade e no tempo
de desenvolvimento de outros drosofilideos, incluindo uma espécie nativa (Drosophila
sturtevanti) ¢ uma introduzida (D. simulans). Além desse potencial competitivo, a
espécie apresenta facilidade em ocupar area com cultivares, que sdo amplamente
distribuidos pelo Brasil.

Outro ponto importante que poderia estar relacionado ao sucesso adaptativo de Z.
indianus durante seu processo de coloniza¢ao no Brasil é o predominio do clima tropical
na maior parte do pais, similar ao da sua regido de origem (DAVID et al., 2006a, 2006b;
YASSIN et al., 2008a, 2008b). Nesse sentido, o fator climatico poderia ser determinante
na sobrevivéncia e reprodu¢do da espécie, uma vez que trata-se de um organismo
ectotérmico, cujo desenvolvimento, distribuicao, reproducdo e dinamica populacional sao
fortemente afetados pela variagdo da temperatura.

A espécie Z. indianus responde a variagdo de temperatura com alteracdes
morfoldgicas, tais como tamanho do corpo, asas, peso e nimero de ovarios, bem como
troca de nicho, resisténcia a baixa temperatura e dessecagao (KARAN, 1998; KARAN et
al., 1999; HOFFMAN et al., 2001; YASSIN et al. 2009; DA MATA et al., 2010). Além
disso, as condi¢des climaticas podem interferir na regulagdo da taxa metabdlica dos
organismos, juntamente com o pH e a concentracdo de substrato (cinética quimica),
proporcionando condi¢des propicias para a atividade das enzimas relacionadas ao
metabolismo do organismo, tais como aquelas do grupo das esterases, enzimas estas com

multiplos papeis bioldgicos em insetos (OAKESHOTT et al., 1999).

1.4 ACETILCOLINISTERASE (ACHE)

As esterases sdo isoenzimas caracterizadas por possuirem um sitio catalitico
formado por trés residuos de aminoacidos, especializadas principalmente na hidrolise de
ésteres (OAKESHOTT et al., 1999; BENCHARIT et al., 2003). As colinesterases,
pertencentes a esse grupo, realizam a hidrdlise de ésteres carboxilicos da colina
especificamente. Existem duas classes desse grupo, a acetilcolinesterase (AChE) e
butirilcolinesterase (BChE), esta ultima possui como substrato a buritilcolina (GARCIA,
et al. 2000; LIONETTO et al., 2013).
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A enzima acetilcolinesterase (AChE) é encontrada principalmente nos ganglios
cerebrais de insetos, apresentando papel bioldgico de finalizagdo da transmissdo do
impulso nervoso nas fendas sinapticas (QUINN, 1987; SILMAN; SUSSMAN, 2005).
Este ocorre por meio da relacdo entre substrato (o neurotransmissor acetilcolina - ACh) e
0 sitio ativo da enzima, sendo que esta possui um sitio anidnico e um sitio esterasico. O
primeiro possui um residuo de aspartato da AChE com carga negativa, e 0 outro uma
hidroxila presente na molécula da serina e a molécula histidina. A reacdo no sitio
esteratico ocorre da seguinte forma. A carbonila do neurotransmissor ACh sofre um
ataque por elétrons da hidroxila provenientes da serina, e a retirada de um préton pela
histidina. A histidina doa o préton para colina da ACh, que é entdo liberada, deixando a
AChE acetilada (ARAUJO et al., 2016). Esta sofre hidrélise, formando o &cido acético,
liberando o residuo de acetato do sitio catalitico e permitindo que a enzima possa realizar

sua funcdo novamente (Figura 3).

Figura 3. Interagdo da enzima acetilcolinesterase (AChE) com o substrato acetilcolina
(ACh), resultando em acido acético e colina.
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Fonte: TOXOER, de [Reac¢do de hidrélise catalisada pela enzima acetilcolinesterase], 2017

O processo de transmissdo do impulso nervoso de modo geral, se inicia com a

formagé&o do neurotransmissor acetilcolina, com fung¢des no processo cognitivo (atencao,



20

aprendizado e memoria), na motivacdo e recompensa, no processamento de estimulos,
além da participacio no processo de sono e vigilia (ARAUJO, 2016). Primeiramente, a
colina é captada no plasma pelos neurdnios colinérgicos e entra na célula nervosa através
do transportador sodio-colina, esta reage com a Acetil co-enzima A (Acetil-CoA),
catalisada pela enzima colina acetil-transferase, formando a Acetilcolina. Apds a sua
sintese, a ACh é empacotada em vesiculas esperando a chegada de um estimulo, em forma
de potencial de acdo, e entdo ao receber a mensagem, é liberada na regido da fenda
sinaptica que ira agir em seus receptores. A enzima acetilcolinesterase, capta o
neurotransmissor ACh presente nas fendas sinapticas, evitando disparos continuos nas
terminagcfes nervosas (TOUTANT, 1989). Os inseticidas do tipo organofosforados
impedem a ligag&o entre substrato e enzima, pois se ligam & AChE e impedem, assim, a
degradacédo da ACh.

1.5 INSETICIDAS ORGANOFOSFORADOS (OPS)

A estratégia mais antiga para o controle de populagdes de insetos, ¢ ainda a mais
utilizada, ¢ baseada no uso de inseticidas, ha anos ja utilizada em sua forma natural e
posteriormente em sua forma sintética. Os inseticidas, pesticidas ou praguicidas possuem
a fungdo de eliminar insetos, independente da fase em que se encontram em seu ciclo de
vida (MOREIRA et al., 2012).

Os inseticidas sao classificados em quatro classes: piretoides, carbamatos,
organoclorados e organofosforados (OPs). Os organofosforados sdo constituidos por
ésteres, acidos a base de fésforo que contem ligagdes com carbono, hidrogénio, oxigénio,
fésforo, enxofre e nitrogénio (BRAGA; VALLE, 2007a).

Os OPs e carbamatos sdo capazes de inibir a atividade enzimatica da
acetilcolinesterase, pois promovem uma interagdo com a serina no sitio ativo da enzima
por meio do processo de fosforilagdo ou descarbamilagao (FOURNIER; MUTERO,
1994; GALLOWAY; HANDY, 2003; BAKRY, et al., 2011). A permanéncia do
neurotransmissor no seu receptor colinérgico, causa hiper-excitagdo do sistema nervoso
e por fim a morte do organismo (DOMINGUES et al., 2010). As ligagdes podem ser
reversiveis ou “irreversiveis”, como € o caso dos organofosforados, as aspas indicam que
a colinesterase € capaz sim de degradar o composto inibidor, porém o organismo pode vir
a obito, antes mesmo de a reacao acontecer (SLOTKIN, 2004).

A escolha dos pesquisadores agricolas por utilizar esse composto se deve ao fato

de serem biodegradaveis e ndo acumularem nos tecidos, porém devido a sua instabilidade



21

quimica requer uma aplicagdo mais regular (BRAGA; VALLE, 2007). A presenca de
grandes quantidades desse inseticida como resultado de praticas agricolas, pode
comprometer ar, agua, solo, o que implica na contamina¢do de organismos nao-alvo,
incluindo a espécie humana. O OP Malathion utilizado amplamente no controle de
vetores e pragas agricolas ¢ caracterizado como organofosforado liquido sintético, de cor
castanha e possui uma classificagdo toxicologica III (média-alta) (RIBEIRO et al., 2007).
E se assemelha aos produtos utilizados no controle de diferentes grupos de insetos, além
de Diptera, e em uma variedade de cultivos ndo apenas o de frutas (CHEMINOVA, 2017).
O uso de produtos da classe dos organofosforados sdo utilizado também para controle de
mosquitos vetores como Aedes aegypti (ANVISA, 2012).

A agdo da AChE no processo de transmissao do impulso nervoso € essencial, e as
consequéncias provenientes da interrup¢do desse processo, podem causar graves danos
ao sistema nervoso. As respostas do corpo dependem do tipo de organofosforado, do
tempo que o organismo esteve exposto ¢ da concentragao utilizada (POPE, 1999). Em
humanos, os sintomas relacionados ao sistema nervoso central causado pela inibi¢ao da
enzima envolvem dor de cabeca, depressao, tontura, problemas cardio respiratorios,
convulsdes, falta de memoria, e morte do organismo (SALVI, et al. 2003). Além de
comprometer o sistema nervoso, gastro intestinal e respiratorio de humanos, o OP
Malathion apresenta carater mutagénico. Individuos com alto nivel de exposicdo,
apresentaram problemas de fertilidade, malforma¢des congénitas, cancer, e mutagdes
genéticas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1986; MATOS et al., 1988, PERTILE
et al., 2018; SILVA et al., 2018; VAINIO, 2019).

O uso continuo de inseticidas pode, além de danos a saide humana, provocar
impactos ecologicos e também atuar como agente seletivo para a evolugdo da resisténcia

de insetos a esses agentes quimicos.

1.6 RESISTENCIA A INSETICIDAS

A origem da resisténcia a algum composto toxico ocorre por meio de uma
exposicdo continua dos individuos de uma populacéo a ele, de forma que aqueles que
apresentam genes de resisténcia tendem a ser mantidos na populagdo, enquanto os
suscetiveis sdo eliminados. Dessa forma, € possivel que, ao longo do tempo, toda a
populacdo apresente resisténcia a esse composto.

A resisténcia a inseticidas pode ocorrer por diferentes mecanismos, como 0

aumento da detoxicacao do corpo, a resisténcia fisica ou comportamental do inseto ao ser
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exposto, ou a diminuicdo da interacdo da toxina com o sitio ativo afetado (PASTEUR;
RAYMOND, 1996). Dois desses mecanismos sdo0 mais comumente associados ao grupo
das esterases, e sdo resultados de mutagdes que alteram genes implicados na resisténcia
(FOURNIER; MUTERO, 1994). O primeiro envolve muta¢des pontuais em nucleotideos
que alteram a sequéncia de codificacdo do gene, o que pode resultar em um sitio ativo
insensivel ao efeito do composto toxico, localizado na enzima AChE, alvo de inseticidas
(WEILL et al., 2003). O segundo sd&o mutacOes que causam alteracfes na regido
promotora de enzimas relacionadas ao processo de detoxificacdo do corpo, como as
carboxiesterases, 0 que envolvem mutacGes que afetam o gene completo (tal como
duplicacdo e amplificagdo ou ruptura e perda) ou alteracGes apenas na regulagéo cis, e
trans do gene (RANSON et al., 2002). E possivel descrever a resisténcia em duas
dimens@es, uma dimensao genética molecular e uma dimenséo bioquimica / fisiologica
(FEYEREISEN et al., 2015).

Os insetos possuem dois genes para a formacgdo da enzima AchE (Ace 1 e 2),
mutacdes nesses genes conferem resisténcia a inibicdo por inseticidas organofosforados
ou carbamatos (RUSSELL, et al., 2004). E possivel encontrar muitos sitios mutados em
varios organismos na AchE resistente, alelos maltiplos com uma ou mais mutagdes que
indicam multiplas origens de resisténcia, e outros polimorfismos em linhagens resistentes
(KOZAKI, et al., 2009; GALEGO; CARARETO, 2010). Galego e Carareto (2010)
detectaram um alelo da Esterase 3, uma carboxilesterase, em Z. indianus cuja a frequéncia
era maior em populacdes com historico de aplicacdo de inseticidas e em populacdes

experimentais continuamente ao Malathion.

1.7 ORGANISMOS BIOINDICADORES

O estudo da biologia, ecologia e evolucao de uma espécie pode evidenciar um
desequilibrio no ambiente, ou até mesmo indicar o caminho para o controle de sua propria
populagdo, pois os organismos adaptados ao local, sdo sensiveis as alteragdes ambientais
em virtude da evolucao do processo adaptacdo-ambiente, que geralmente ¢ lento e gradual
(CANDIDO et al., 2012). Nesse sentido, as espécies bioindicadoras podem ser valiosas
para se compreender a dindmica da resisténcia a inseticidas.

O biomonitoramento tem como objetivo colher informagdes quanto a alteragdes
nas condi¢des ecoldgicas apresentadas pelo ambiente por meio da analise de alteragdes
comportamentais, morfologicas e fisiologia de um organismo vivo. Os Drosophilidae sao

um excelente grupo para estudos dessa natureza, pois além de responder de forma
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significativa a exposicdo a inseticidas (SUN; PANKASKIE, 1954; DEWEY, 1958;
PHILLIPS, 1962; GALEGO; CARARETO, 2010) sao facilmente mantidos com baixo
custo de manutengdo, apresentam ciclo de vida curto, além da abundancia de individuos
(CANDIDO et al., 2012; DEWEY, 1958).

Populagdes de Z. indianus sdo encontradas em todas as regides do Brasil, e
ocupam todos os dominios fitogeograficos brasileiros, o que a torna candidata a modelo
biolégico para se investigar mecanismos de adaptacdo que podem ser utilizados em
praticas de biomonitoramento (SANTOS, et al., 2016; DOGE, et al., 2015; POPPE, et
al., 2015). Além disso, o historico de exposi¢do a inseticidas como o Malathion, pode
possibilitar a utilizagdo da espécie Z. indianus como bioindicadora através da
identificacdo do loco marcador. Dessa forma se torna possivel acompanhar a evolugdo da
resisténcia ao inseticida, controlar as concentragdes do organofosforado evitando o seu
uso indiscriminado e desenvolver estratégias de manejo de pragas agricolas mais eficazes

e também vetores que transmitem doengas (GALEGO; CARARETO, 2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o uso potencial da espécie Z. indianus como modelo bioldgico para o
monitoramento da contaminagdo ambiental pelo inseticida Malathion considerando

possiveis variagdes sazonais da AChE de populacdes dessa espécie.

2.2 ESPECIFICOS

v Comparar a variagdo sazonal da atividade enzimatica da AChE de Z. indianus em
duas populacdes geograficas com diferentes condigdes de exposi¢do ao
Malathion;

v Comparar se existe variagdo na atividade enzimatica da AChE relacionada ao
género dentro da espécie.

v' Avaliar o potencial bioindicador de contaminagéo por Malathion da AChE de Z.
indianus, baseado no padrao de resposta da enzima quando exposta a esse

inseticida.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO

Individuos de Zaprionus indianus foram coletados em Uberaba (MG), na regido
central da cidade, (19° 44' 54" S e 47° 55' 55" W) e no bairro rural de Peirépolis (19°
43'26" S e 47° 44'45" W), cerca de 20 Km de distancia do centro de Uberaba, a coleta em
duas regides diferentes foi determinada afim de verificar a diferenca na resisténcia ao
inseticida em regides com diferentes graus de urbanizagdo. As coletas foram realizadas
com o auxilio de seis armadilhas fechadas contendo isca de banana e fermento biolégico
®Fleishmann conforme a Figura 4 (PENARIOL et al., 2008). Essas armadilhas foram
colocadas a cerca de 1,70m do chdo nas areas amostradas por um periodo de vinte e quatro

horas, separadas em duplas dispostas frente uma a outra.

Figura 4. Armadilhas de garrafas PET utilizadas na captura dos individuos da espécie Z.
indianus.

onte: Da autora, 2018

As coletas foram efetuadas em margo e dezembro de 2018 (estagdo chuvosa) e
junho e setembro de 2018 (estacdo seca), as estagdes foram nomeadas como umida 1
(margo), timida 2 (dezembro), seca 1 (junho) e seca 2 (setembro) para melhor
compreensdo dos resultados. Os dados meteorologicos presentes na Tabela 1, foram
fornecidos pela Se¢do de Armazenamento de Dados Meteorologicos (SADMET) do
Instituto Nacional de Meteorologia (INMET).
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Tabela 1: Dados meteorologicos contendo informagdes de temperatura e precipitagcdo
sazonal (estacdes seca e imida) em Uberaba durante 2018

ESTACAO (2018) TEMPERATURA PRECIPTACAO (mm)
MEDIA (°C)
Umida 1 23,8 204,3
(Janeiro a Margo)
Seca 1 20,0 50,33
(Abril a Junho)
Seca 2 21,3 28,7
(Julho a Setembro)
Umida 2 23,6 209,0

(Outubro a Dezembro)
Fonte: elaborada pelo autor, 2019
Nota: De acordo com a INMET, os valores podem ser extrapolados devido a proximidade dos pontos
onde foram colocadas as armadilhas

Foram individualizados 30 casais (fémeas e machos) obtidos em cada coleta, cada
casal em um tubo de ensaio contendo meio de cultura banana-agar para obtencdo das
linhagens, em uma estufa incubadora Biochemical Oxygen Demand (BOD), com
temperatura controlada (25°C+1°C). Apos sete dias os casais foram descartados e os
meios de cultura com as oviposturas foram monitorados até a emergéncia dos individuos.
Da primeira geragdo foram retiradas as cabegas dos individuos que emergiram, e realizado
o processo de maceragdo em tampao de amostra Tris-HCI 8,8, 0,1M para serem utilizadas

no ensaio bioquimico (Figura 5).

Figura 5 - Processo de preparacao da amostra para analise bioquimica

Fonte: Da autora, 2018
Nota: retirada das cabegas dos individuos de Z. Indianus e maceragdo em tampao de amostra

Tris-HCI1 8,8, 0,1M.
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As andlises ndo foram realizadas utilizando populagdes naturais devido a
dificuldade de obtencdo do nimero de individuos necessarios durante o periodo de seca.
No total, foram analisados 320 individuos da primeira geracao dos parentais coletados,
sendo 80 por coleta sazonal (margo, junho, setembro e dezembro). Desses 80 individuos,
40 (20 machos e 20 fémeas) foram de Uberaba e os outros 40 (20 machos e 20 fémeas)

foram de Peirdpolis.

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Ensaio Enzimatico

O ensaio enzimatico foi preparado com a adi¢ao de 400 pl de solucdo de extragao-
Tampao Tris — HCI PH 8.8 0,1 M; 20% sacarose; 1 mM de EDTA (Acido Etilenodiamino
Tetra-acético); 0,5% Trinton x-100, v/v- na amostra contendo 10 cabecas em 100 pl de
solugdo tampao Tris-HCI 8,8, 0,1M totalizando 0.5 ml nas duas primeiras amostras
(imida 1 e seca 1) para avaliar se existe diferenca da atividade da AChE de machos em
duas amostras diferentes e 0o mesmo se repete em fémeas. Apos a verificacao da diferenga
entre machos e fémeas, nas coletas seguintes foram utilizadas 20 cabecas em 200 pl de
solucao tampao Tris-HCI 8,8 0,1M e de 800 ul de solu¢do de extracdo, no intuito de
utilizar o sobrenadante para analise de eletroforese. As amostras foram homogeneizadas
em agitador durante um minuto. A solu¢do homogeneizada foi centrifugada a 14.000 rpm
por cinco minutos.

A analise da atividade enzimatica seguiu o método de Ellman et al. (1961). A
solucdo de analise ¢ composta por 3,0 ml de solu¢do tampao fosfato pH 8, 20 ul de
substrato, [odeto de Acetilcolina 0,075 M; 100 ul DTNB 0,01M - 39,6 mg de 5:5-ditiobis-
2- Nitrobenzoico dissolvidos em 10 ml de solugao tampao Tris- HCI 8.8 0,1 M e 15 mg
de bicarbonato de sodio; e 50 ul de sobrenadante do homogeneizado. Essa amostra foi
submetida a leitura no espectrofotometro a 412 nm, realizado em triplicata para cada
populagdo estudada, durante 20 minutos com intervalos de cinco minutos para cada
leitura. Para cada ensaio, foi utilizado um controle sem a presenca da enzima para estimar
a hidrélise espontdnea do substrato. Os 50 ul de sobrenadante da enzima foram
adicionados imediatamente antes da leitura para que fosse possivel estimar a atividade
enzimatica no ponto zero.

Os valores em absorbancia encontrados foram convertidos em unidade de

atividade (nkat ml™") que corresponde a constante catalitica da enzima como proposto por



28

Morton e Singh (1982). A atividade enzimética foi medida a partir do aumento da
coloracdo amarela (Figura 6) produzida quando a tiocolina reage com o ion

dithiobisnitrobenzoato.

Figura 6 - Cubetas utilizadas na analise da atividade da AChE no espectofotometro

ACHE
Acetilcolina wm——mw——) Tiocolina ~ Acetato de Tiocolina

Tiocolina + Dithiobisnitrobenzoato — Cor Amarela

Fonte: Da autora, 2018
Nota: as trés primeiras cubetas apresentam a enzima e o substrato, ja a ultima representa o
controle, contendo apenas o substrato Acetilcolina

3.2.2 Inibicao Enzimatica

Primeiramente foi realizado um teste de eficiéncia para determinar dentre trés
diluicdes diferentes: 0,01 pl/ml; 0,1 pl/ml; 1 pl/ml (Figura 7), qual apresentava maior
inibicdo. A escolha das concentragdes foi determinada para manter uma progressao
logaritmica.

A inibicdo enzimatica foi realizada, acrescentando a solucdo de analise descrita
anteriormente, de 20 pl de uma solucdo aquosa de Malathion 500 CE, com dilui¢do de 1
ul/ml, sendo esta a que apresentou maior inibicdo da enzima. A taxa de inibigdo foi

medida por meio da concentragdo do produto da reacdo (tiocolina) apds cinco leituras da
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absorbancia em espectrofotometro a 412 nm, durante 20 minutos, com intervalos de cinco

minutos para cada leitura.

Figura 7. Curvas de inibicao da acetilcolinesterase de Z. indianus pelo Malathion em
ul/ml
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018

Nota: Os pontos do eixo X correspondem aos tempos de exposi¢do ao inibidor para defini¢do da diluigéo
mais eficaz a ser utilizada na analise de inibigdo enzimatica, e a do Y corresponde a dilui¢do de tiocolina,
em pg/pL. 1: 0 minutos; 1: 5 minutos; 1: 10 minutos; 1: 15 minutos; 1: 20 minutos.

3.2.3 Dosagem de Proteina

A concentragdo de proteinas totais de todas as amostras das estagdes analisadas
foi determinada pelo método de Lowry et al. (1951). A principal vantagem do método de
Lowry € a sua alta sensibilidade para a determinagdo da concentracdo de proteinas totais
em diversos meios (ZAIA et al., 1998). A medicdo foi realizada como o intuito de
correlacionar a atividade enzimatica com a quantidade de proteinas, para determinagao

da atividade especifica.
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Figura 8 - Curva padrdo de albumina bovina 1,0 mg/ml em solu¢do salina (NaCl 0,9%)
obtida e sua leitura foi realizada traves da técnica de espectofotometria de luz a 650 nm
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Fonte: Elaborada pela autora, 2018

3.2.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)

As amostras das cabegas maceradas em solugao tampao também foram utilizadas
para avaliacao qualitativa da atividade de AChE de Z. indianus. Para isto, um volume de
15 pl dessa solucdao de cada uma das amostras foi aplicada em dois géis (um controle,
outro exposto, aplicados em gel de poliacrilamida a 8%, compondo um conjunto de quatro
amostras: 1) estacdo seca de Uberaba; 2) estacdo seca de Peiropolis; 3) estagdo umida de
Uberaba; 4) estacdo umida de Peirdpolis. Essas amostras foram, entdo, submetidas a
eletroforese em tampao Tris-Glicina pH 8,3 a 200 V por 2 h (de acordo com CERON,
1988). Em seguida, os géis de poliacrilamida foram pré-incubados a temperatura
ambiente (x 25°C), por 30 minutos em Tampao Fosfato pH 6,2, sendo que um deles foi
exposto, durante a incuba¢do, a uma concentracdo de 1mM de Malathion, conforme
proposto por Galego et al. (2006). Em seguida, os géis foram incubados a temperatura
ambiente (£ 25°C), por 30 minutos, em solucao de coloragdo para esterases, composta por
30 min em 50 mL de Tampao Fosfato pH 6,2, 30 mg de a-naftil acetato e 25 mg de -
naftil acetato dissolvidos em ImL de acetona, 60 mg de Fast Blue RR diluidos em 5 mL
de N-propanol. Apoés a deteccdo das bandas, os géis foram descorados/fixados por 24
horas em solugdo aquosa contendo 25% de etanol comercial, 10% de acido acético glacial
e 1,5% de glicerol. Os géis de poliacrilamida foram secos como descrito por Ceron,
Santos e Bicudo (1992) e a intensidade das bandas da AChE foram comparadas entre o

gel controle e o tratado com Malathion em relagdo as amostragens.



31

3.2.5 Analise de dados

As médias e erros-padrdes dos resultados obtidos nos ensaios enzimaticos foram
calculados cada grupo amostral por meio do software ® Excel for Windows, bem como as
analises de variancia ANOVA para as comparagdes entre o tempo de atividade e a
concentracdo do Malathion em cada grupo amostral. As ANOVA para as comparagdes
entre o tempo minimo ¢ maximo, 0 e vinte minutos, respectivamente, de medi¢ao da
atividade enzimatica, bem como da menor ¢ maior concentragdo do Malathion em cada
grupo: 0,01 e 1 pl/ml respectivamente, foi desenvolvida por meio do ®Minitab 18. No
caso de diferencas significativas, foi realizada a comparagao par-a-par por meio dos Teste
t de Tukey, com p<0,05. Além disso, os graficos de atividade enzimatica foram
construidos por meio do ®Excel for Windows, assim como o da atividade enzimatica por
minuto. Para o cdlculo das diferengas entre as dosagens de proteinas totais nas amostras

foram realizados testes de qui-quadrado.



32

4 RESULTADOS

4.1 ENSAIO ENZIMATICO

4.1.1 Inibig¢do por Malathion e atividade enzimatica da AChE entre machos e fémeas

A atividade da AChE de Z. indianus nas populagdes sazonais analisadas
apresentou aumento, conforme esperado, ao longo do tempo de observagdo por
espectofotometria (de zero a 20 minutos), conforme pode ser observado na Tabela 2. A
atividade minima foi detectada no tempo 0 nas fémeas da populagdo sazonal do periodo
umido 2 de Peiropolis (0,010) e a maxima no tempo 20 minutos de medigdo, nos machos

da populagado de Peirdpolis coletados no periodo umido 1 (1,242).

A inibi¢do por Malathion da AChE de Z. indianus, por sua vez, indicou uma reducao
na atividade da enzima em todas as populacdes analisadas, quando comparada as amostras
ndo expostas ao malathion, conforme observado na Tabela 3. Nessa condi¢do
experimental, a atividade da AChE variou entre 0,09, em machos oriundos da coleta
realizada na estacdo seca 2 e nas fémeas da imida 2 de Peirdpolis no tempo 0 de medi¢ao,

a 0,875 em machos da coleta em periodo secol de Peirdpolis.

As populagdes sazonais de Z. indianus amostradas em Uberaba, por sua vez,
apresentaram a menor atividade da AChE no tempo 0 de medi¢do nos machos da coleta
Seca 2 (0,018) e a maior no tempo 20 em machos (0,933) oriundos da coleta realizada na
estacdo Seca 1 (Tabela 2). A inibi¢do da AChE por Malathion, por outro lado, indicou
uma menor atividade dessa enzima no tempo 0 de medi¢ao em fémeas da coleta da estacao
Umida 1 (0,010) e a maior em machos da coleta da estagdio Seca 1 (0,681) no tempo 20

minutos de aferi¢ao.
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Tabela 2 - Média e erros-padrao da atividade enzimatica, em absorbancia/ ug de proteina,
da AChE de Z. indianus, enzima esta extraida de machos e fémeas de Z. indianus oriundos
de populagdes sazonais (seca e imida) de Uberaba (MG) e Peir6polis, em cada tempo de
afericdo da atividade, bem como a ANOVA (F) para cada comparagdo entre grupos

amostrais

Atividade Enzimatica

Populacao (absorbancia/ pg de proteina)
X+EP (Tempo — min)
MACHOS/Tempo 0 5 10 15 20
Uberaba (MG) 0,053+0,010  0,318+0,040 0,547+0,039 0,758+0,049 0,933+0,047
Seca 1
Uberaba (MG) 0,018+0,005  0,069+0,029 0,120+0,059 0,171+0,094 0,223+0,122
Seca 2
Uberaba (MG) 0,036+0,004  0,208+0,039 0,383+0,075 0,552+0,110 0,704+0,146
Umida 1
quraba MG) 0,037+0,028  0,029+0,009 0,058+0,022 0,074+0,028 0,094+0,038
Umida 2
Fs.16 1,20 13,27%%* 15,62%%* 14,56%** 13,50%%*
Peiropolis (MG) 0,059+0,006  0,360+0,012 0,637+0,016 0,153+0,082 1,137+0,045
Seca 1
Peiropolis (MG) 0,019+0,022  0,063+0,029 0,110+0,057 0,736+0,025 0,190+0,101
Seca 2
Peir(’?polis (MG) 0,053+0,007  0,268+0,012 0,488+0,022 0,108+0,016 1,242+0,179
Umida 1
Peir(’?polis (MG) 0,019+0,004  0,051+0,012 0,080+0,012 0,933+0,046 0,142+0,019
Umida 2
Fs.16 12,48%** 86,74%*%* 94,11 %** 102,25%** 23,57%%*
FEMEAS/Tempo 0 5 10 15 20
Uberaba (MG) 0,058+0,011  0,376+0,095 0,537+0,045 0,739+0,048 0,897+0,023
Seca 1
Uberaba (MG) 0,019+0,002 0,076+0,019 0,134+0,037 0,088+0,025 0,844+0,012
Seca 2
quraba MG) 0,049+0,010  0,218+0,007 0,352+0,027 0,650+0,020 0,756+0,020
Umida 1
Uberaba (MG) 0,020+0,002  0,044+0,009 0,063+0,015 0,087+0,25 0,103+0,025
Umida 2
Fs.16 4,71% 6,59** 36,35%** 108,62*** 71,49%%*
Peiropolis (MG) 0,059+0,008 0,381+0,012 0,634+0,015 0,765+0,019 0,874+0,017
Seca 1
Peiropolis (MG) 0,015+0,005  0,065+0,032 0,110+0,061 0,625+0,007 0,155+0,093
Seca 2
Peir(';polis MG) 0,043+0,005 0,265+0,011 0,452+0,011 0,616+0,011 0,642+0,015
Umida 1
Peirc’;polis (MG) 0,010+0,001  0,019+0,002 0,038+0,005 0,607+0,008 0,192+0,057
Umida 2
Fs.16 15,40%%* 112,07%%* 110,13%** 61,08%** 73,57%%*

Fonte: elaborada pelo autor, 2018

Nota: Valores significativos para a ANOVA estdo em negrito.
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Tabela 3 - Média e erros-padrao da atividade enzimatica, em absorbancia/ ug de proteina,
da AChE de Z. indianus, enzima esta extraida de machos e fémeas de Z. indianus oriundos
de populagdes sazonais (seca e imida) de Uberaba (MG) e Peir6polis, em cada tempo de
afericdo da atividade, com substrato de andlise tratado com Malathion, bem como a

ANOVA (F) para cada comparacdo entre grupos amostrais

Atividade Enzimatica

Populacao (absorbancia/ pg de proteina)
X+EP (Tempo — min)
MACHOS 0 5 10 15 20
Uberaba (MG) 0,011+0,003 0,236+0,017  0,429+0,024 0,570+0,021 0,681+0,018
Seca 1
Uberaba (MG) 0,016+0,005 0,068+0,017 0,103+0,036 0,130+0,052 0,152+0,065
Seca 2
Uberaba (MG) 0,036+0,004 0,184+0,027 0,316+0,052 0,432+0,079 0,508+0,092
Umida 1
quraba MG) 0,017+0,001 0,041+0,004 0,074+0,010 0,084+0,014 0,095+0,020
Umida 2
Fs.16 10,94 %*=* 19,95%** 19,91 %%* 18,12%** 19,31%%*
Peiropolis (MG) 0,042+0,010 0,239+0,025 0,455+0,014 0,732+0,061 0,875+0,008
Seca 1
Peiropolis (MG) 0,009+0,003 0,050+0,026  0,086+0,044 0,118+0,060 0,153+0,077
Seca 2
Peiropolis (MG) 0,044+0,005 0,257+0,020 0,361+0,019 0,484+0,029 0,589+0,040
Umida 1
Peirc'?polis MG) 0,017+0,004 0,039+0,008 0,063+0,009 0,080+0,010 0,113+0,012
Umida 2
Fs.16 5,69* 5,782* pRAS TR 42,10%** 33,38%**
FEMEAS 0 5 10 15 20
Uberaba (MG) 0,037+0,005 0,241+0,017 0,411+0,014 0,547+0,123 0,657+0,015
Seca 1
Uberaba (MG) 0,011+0,008 0,033+0,027 0,053+0,044 0,076+0,062 0,098+0,075
Seca 2
Uberaba (MG) 0,035+0,011 0,178+0,017 0,301+0,020 0,380+0,030 0,446+0,004
Umida 1
Ube;aba MG) 0,010+0,007 0,040+0,017  0,044+0,019 0,067+0,029 0,086+0,031
Umida 2
Fs.16 2,94 27,99%*% 58,77% %% 49,04%** 44,75%**
Peir6polis (MG) 0,035+0,005 0,290+0,016  0,439+0,016 0,554+0,027 0,725+0,046
Seca 1
Peirépolis (MG) 0,018+0,005 0,066+0,034  0,102+0,053 0,135+0,007 0,164+0,081
Seca 2
Peiropolis (MG) 0,027+0,011 0,171+0,010  0,308+0,011 0,415+0,018 0,519+0,030
Umida 1
Peiropolis (MG) 0,009+0,002 0,014+0,002  0,026+0,004 0,046+0,008 0,061+0,010
Umida 2
F3.16 1,69 47,86%** 61,31%%* 48,86%** 43,23%%**

Fonte: Elaborada pelo autora, 2018

Nota: [ ]: Concentracdo de Malathion por amostra, em *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Os coeficientes de variagdo (erro-padrao/média) para todos os dados amostrais
incluindo machos e fémeas para um mesmo tempo de aferi¢do da absorbancia da atividade
enzimatica da AChE de Z. indianus, bem como nas amostras tratadas e coleta (areca ¢
estacdo) sdo apresentados na Tabela 4, o mesmo ocorrendo na andlise grafica desses
resultados (Figura 6). Houve diferenca significativa (>25%) entre a atividade enzimatica
da AChE entre machos e fémeas de Z. indianus para a 2% coleta em estacdo seca realizada
em Uberaba nos tempos de medi¢ao 10, 15 e 20 minutos, 0 mesmo ocorrendo para a 2*
de estagao umida de Uberaba no tempo 0, e para a 2°? coleta da estagdo seca em Peirdpolis,
nos tempos 5, 10 e 20 minutos. Padrao similar foi registrado para a inibi¢ao da AChE pelo
Malathion, de forma que a 2* coleta da estagdo seca apresentou diferencas significativas
entre machos e fémeas tanto Uberaba quanto de Peirdpolis. Nessas coletas, machos
apresentaram maior atividade enzimatica da AChE e menor inibi¢do da enzima pelo
Malathion do que as fémeas, conforme dados apresentados pela Figura 9. Em virtude
desse resultado, as demais analises estatisticas foram realizadas utilizando os dados

conjuntos de machos e fémeas.

Figura 9 - Atividade da AChE de Z. indianus em machos e fémeas coletados em estagdes
secas (1: junho/2018; 2: setembro/2018) e Umida (Chuva 1: mar¢o/2018; Chuva 2:
dezembro/2018), na auséncia e presenga do inseticida organofosforado Malathion
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Fonte: Da autora, 2018
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Tabela 4 - Coeficientes de variacdo da atividade enzimatica da AChE, bem como desta
sob exposi¢do ao Malathion (inibicdo), em populagdes sazonais de Z. indianus
amostradas em estagdes Secas (S1:junho/2018; S2: setembro/2018) e Umida (Ul:
mar¢o/2018; U2: dezembro/2018)
Coleta Atividade da AChE Inibi¢ao da AChE pelo
Malathion
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Uberaba SI 13 14% 5% 4% 4% 5% 5% 3% 2% 2%

2 % 22% 26% 37 28 33 32 36 38 38
U 13 9% 10% % % % Y% Y% % %
1 % 18% 20% 9% 10 15% 8% 9% 10% 10%
u 13 22 % 26 20% 19% 19% 19%
2 % % 21 Y%
46 %
%
Peiropoli  SI 8% 2% 2% 2% 2% 14% 6% 2% 6% 6%
s §2 15 31 35 3% 38 23% 34 34 33 33
u % Y% % 3% % 18% % Y% % %
1 9% 3% 3% 21 10 20% 8% 4% 4% 5%
U 18 23% 17% % % 23% 19% 14% 14%
2 % 16
%

Fonte: Elaborada pela autora, 2018
Nota: Os valores em negrito representam os resultados que apresentaram diferencas significativas entre as
coletas.

4.1.2 Inibigcdo por Malathion e atividade enzimatica entre estagdes (imida e seca)

A atividade enzimatica da AChE de Z. indianus, quando considerada a variacao
dela entre os tempos 0 e 20 minutos de medigdo e a sazonalidade (seca e imida) indicou
valores entre 0,043 e 0,061 mol/ml, em individuos da coleta na estacao Umida 2 de
Uberaba e Peiropolis, entre 0,539/0,652 mol/ml, na estacdo Seca 1 de Uberaba e
Peir6polis. Sob a acdo do Malathion, a atividade da AChE variou entre 0,077 ¢ 0,074
mol/ml, nos individuos da coleta na estagao Umida 2 de Uberaba e Peiropolis, entre 0,643
e 0,762 mol/ml, na estagdo Seca 1 de Uberba e Peiropolis. O maior aumento percentual
da atividade da AChE de Z. indianus foi detectado nos individuos da coleta Secal de
Peiropolis (65,1%) e o menor nos da coleta Umida 2 de Uberaba (4,3%), sem inibigdo
pelo Malathion. O aumento percentual da atividade da enzima nas amostras tratadas com
Malathion variou entre 4,6% (Umida 2 Peirépolis) e 47,4% (Seca 1 Peiropolis). Os dados

para todas as amostragens estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Média e erros-padrao da variagdo da atividade enzimatica da AChE de Z
indianus, com ou sem inibi¢do por Malathion, em Abs/ug proteina e porcentagem (%),
avaliados em espectofotometria entre os tempos 0 ¢ 20 minutos enzima esta extraida de
individuos de Z. indianus oriundos de populacdes sazonais (seca e umida) de Uberaba
(MG) e Peirdpolis, (Seca 1:junho/2018; Seca 2: setembro/2018) ¢ Umida (Umida 1:
margo/2018; Umida 2: dezembro/2018)

Coletas Atividade da AChE sem Atividade da AChE com
inibicao inibicao
Uberaba (Abs / ng Prot.) % (Abs / ng Prot.) %
Seca 1 0,539+0,017 53,8+1,7 0,643+0,013 40,0+0,8
Seca 2 0,135+0,041 13,52+4,1 0,111+0,045 6,9+2.8
U ida 1 0,447+0,004 44,71+43 0,442+0,051 27,46+3,2
;mida 0,043+0,018 43+1,8 0,077+0,014 4,809
Umida 2
Peiropolis
Seca 1 0,652+0,022 65,1+1,4 0,762+0,046 47,4429
Seca 2 0,113+0,047 11.344.7 0,145+0,049 9,0+3,1
o 0,614+0,066 61,416,6 0,517+0,028 32,2+1,8
Umida 1 0,061+0,010 6.0+1.0 0,074+0,010 4,6+0,6
Umida 2 e

Fonte: Elaborada pela autora, 2018

As comparacdes par-a-par (teste t) para os dados da atividade enzimatica da AChE
de Z. indianus na presenga ou auséncia do inibidor Malathion (Tabela 6) indicaram
diferencas significativas para os dados de quase todas as populagdes, com excegdo para
as comparagoes entre as atividades sem inibicao em (i) Uberaba Seca 2 e Peirdpolis Seca
2; (ii) Peiropolis Seca 1 e Peiropolis Umida 2/ Uberaba Seca 1; (iii) Peiropolis Umida 2
e Uberaba Umida 2/Peirdpolis Seca 2. Em relagio & atividade com inibidor, as
comparagdes foram ndo significativas entre(i) Uberaba Seca 1 e Peiropolis Seca 1; (i1)
Uberaba Seca 2 e Uberaba Umida 2, Peirdpolis Seca 2 e Umida 2; (iii) Uberaba Umida 1
e Peiropolis Umida 1.

Tabela 6 - Comparagdes par-a-par realizadas pelo teste t de student para a variagdo da
atividade enzimatica da AChE de Z. indianus avaliada entre os tempos 0 ¢ 20 minutos
para cada amostragem sazonal realizada em populacdes de Uberaba (Ura) e Peirdpolis
(Pei).

U}"(151 Ul"asz U}"au1 Ul"auz Peis1 Peisz Peim Peiuz
Uras; - 11,53%%* 1,98* 24,87%%* -5,14%** 10,78%** -1,34 26,09%**
Uras, 12,66%** -- -6,28%** 3,56%* -14,73%** 0,76 -5,84%** 3,00%*
Uray, 3,80%%* -6,01%** - 10,44%** -4,43%** 6,48%** -2,15% 10,12%**
Uray, 30,73%** 0,77 8,62%%* -- -31,45%** -2,13* -7,64%** -1,16
Peis; -2,46 -11,57%** -4,64%** -17,13%%* -- 13,44 %%* -0,13 33,67%**
Peis; 12,18%** -0,98 5,35%%* -2,16* 11,00%*%* -- -6,10%** 1,61
Peiy, 3,95%%* -9,19%** -1,39 -16,71%** 4,52%%% -8,48%** -- 7,41%%%*
Peiy; 35,19%** 0,88 8,87%%* 0,20 17,70%** 2,32% 17,75%** --

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Fonte: elaborada pelo autor, 2018

Nota: A diagonal superior apresenta dados da atividade sem inibidor e a inferior com o inibidor
Malathion. Valores significativos para o teste estdo em negrito. S1: Seca 1, junho/2018; S2: Seca 2,
setembro/2018; Ul: Umida, mar¢o/2018; U2: Umida 2, dezembro/2018.
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A atividade enzimatica encontrada nas coletas que correspondem as estagdes
definidas como secas e umidas, apresentaram resultados correspondentes as estagdes que
possuem uma proximidade cronoldgica, ou seja, imida 1 —seca 1 e seca 2 —imida 2, e
que os padrdes de atividade foram similares em estacdes sucessivas (mais altos em imida
1 e Seca 1; mais baixos em Seca 2 ¢ imida 2). Sendo que as estacdes umida 1(margo) e
seca 1(junho) apresentaram um padrdo de atividade mais alto quando comparadas as
atividades das estacdes seca 2 (setembro) e chuva 2 (dezembro) (Figuras 10 e 11). Os
valores encontrados tanto de machos e fémeas, quanto de Uberaba e Peirdpolis foram

unidos para verificar a atividade por estagao de maneira geral.

Figura 10 - Atividade da AChE de Z. indianus nas estagdes chuvosas 1 e 2 (Margo/2018;
Dezembro/2018) e secas 1 e 2 (Junho/2018; Setembro/2018) na auséncia e presenca do
inseticida organofosforado Malathion
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Fonte: Do autora, 2018

Os testes de analise bioquimica, com cubetas contendo o inseticida apresentaram
resultados de inibi¢do enzimatica mais altos nas estagdes seca 1 e chuva 1, quando
comparados com os valores de atividade enzimdtica sem a presenca do composto
Malathion. Além disso foi possivel observar que as populagdes de Peirdpolis

apresentaram maior sensibilidade ao inseticida que as populagdes de Uberaba.
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Figura 11 - Atividade da AChE de Z. indianus em Uberaba e Peirdpolis, para cada coleta,
na auséncia e presenga do inseticida organofosforado Malathion.
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Fonte: Da autora, 2018

4.2 DOSAGEM DE PROTEINAS

Os resultados obtidos na dosagem de proteinas evidenciaram que todas as
amostras apresentam resultados dentro do intervalo de 50 a 100 ug de proteina/ ml
(Figura 12). Portanto, o grafico da atividade especifica da amostra segue um padrdo de
colunas semelhante aos apresentados nas andlises de atividade enzimética, onde a
atividade das estacdes seca e chuva 1, sdo maiores quando comparadas as estagdes seca

e chuva 2 (Figura 13).

Figura 12 - Dosagem de proteinas- valor em mg de proteinas presentes na amostra
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Fonte: Da autora, 2018
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Figura 13 - Atividade especifica- que corresponde ao valor da média em absorbéncia pela
concentragdo de proteinas totais em cada amostra
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Fonte: Da autora, 2018

4.3 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (PAGE)

A PAGE das amostras contendo as cabegas de Z. indianus oriundas de coletas em
estagdes Seca (s) e Umida (u) realizadas em Uberaba (U) e Peirépolis (P) ¢ apresentada
na Figura 14A. Os resultados indicaram, em virtude da colora¢do mais intensa da banda
referente a enzima, uma maior atividade da AChE oriunda de individuos de Peiropolis,
especialmente na estagdo umida. Machos também apresentaram maior intensidade na
coloragao das bandas do que fémeas. As AChE em todas as amostras foram inibidas pelo

Malathion, conforme evidenciado na Figura 14B.

Figura 84 A/B: Padrao de bandas da AChE em machos (m) e fémeas (f) de Z. indianus
oriundas de coletas realizadas em esta¢des seca e imida em Uberaba (U) e Peiropolis (P)
em géis de poliacrilamida

Fonte: Da autora, 2018
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5 DISCUSSAO

Compreender os mecanismos moleculares de resposta do organismo a mudanga
do ecossistema, como por exemplo a sazonalidade e a presenga de componentes toxicos,
pode ser utilizado como ferramenta no monitoramento e gerenciamento da espécie. O
presente estudo buscou verificar se a varidvel sexo, apresentava alteracdes enzimatica
distintas, o que poderia inteferir nos dados de andlises relacionadas a resposta
populacional de Z. indianus, caso as amostras fossem analisadas em conjunto. Por isso,
se fez necessaria a avalia¢ao da atividade enzimatica da AChE de machos ¢ fémeas, afim
de averiguar se existiriam alteragdes significativas. Os resultados apresentaram niveis de
significancia na estacdo seca 2 de Peirdpolis e Uberaba, e ndo significativos nas demais
coletas. O mesmo tipo de analise, utilizando o método Ellman et al. (1961), foi realizada
em Ceratitis capitata da familia dos Tefitrideos, em um teste de toxicidade de compostos
naturais, ¢ ndo foi encontrada diferenca significativa (RABEAA et al., 2014). Partindo
desse principio de atividade independente do sexo, foi possivel analisar em cada

populagdo (Uberaba e Peiropolis) um total de 40 individuos por estagao.

Os valores de atividade enzimatica foram mais altos nas duas primeiras estagdes
analisadas quando comparadas as duas estagdes subsequentes, lembrando que os meses
de junho e dezembro correspondem ao meio da estagdo (Secal e Umida 2) e de margo e
junho ao final (Umida 1 e Seca 2). Esse resultado pode estar relacionado a diferente
pressao de selecdo apresentada pela estacao chuvosa 1 e seca 2, esse tipo de variagdes
sazonais na atividade enzimatica ja foi encontrada em insetos (BELZUNCES et al., 1992;
THOMPSON, 1996). A estacdo chuvosa possui maior temperatura e disponibilidade de
recursos, além de ser considerada época reprodutiva, portanto € possivel observar um
evento de selecdo natural atuando nessas populagdes, pois os individuos que
apresentaram maior atividade da enzima Acetilcolinesterase conseguem responder
melhor as condicdes apresentadas pela estacdo umida, tendo em vista que a
acetilcolinesterase estd envolvida no processo de transmissdo do impulso nervoso e a
acetilcolina estd relacionada a fungdes no processo cognitivo (ARAUJO, 2016). O

processo inverso ocorre na estacao seca, devido ao custo adaptativo metabolico.

Os dados relacionados a atividade por estagdo também demonstram uma
similaridade entre as estagdes chuva e seca 1 e seca e chuva 2. Essa similaridade pode ser
explicada ao se considerar o curto tempo de duracdo das geragdes de Z. indianus que

consiste em aproximadamente 20 dias (ALAWAMLEH et al., 2016; SETTA;
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CARARETO, 2005). De modo que os alelos selecionados na estagao anterior ainda estao
presentes na estagdo que a sucede, o que de acordo com os célculos do tempo de vida,

correspondem a 4 geragdes entre uma estacdo e outra, aproximadamente.

A inibigdo enzimatica causada pela adi¢do do organofosforado apresentou uma
correlacdo com a disponibilidade de recursos, assim como a atividade da AChE sem o
inseticida, decorrente do auto indice de umidade. Estagdes chuvosas tendem a determinar
um maior tamanho populacional e, com isso, maior diversidade genética
(KHAMBHAMPATI; BLACK 1991; AYRES et al., 2003). A relagdo entre umidade e
disponibilidade de recursos se deve ao fato de que a presen¢a de umidade permite a
proliferagdo de um nimero maior de leveduras e bactérias em frutos que pertencem a
dieta alimentar da espécie Z. indianus (GOMES et al., 2003). Essa rela¢do contribui com
o aumento populacional, pois, a espécie utiliza o fruto para ovoposi¢ao, o que resulta no
aumento na sua taxa reprodutiva (DOGE et al., 2015). Uma maior abundancia de
individuos de uma populacdo, aumenta a variabilidade genética, e consequentemente a
probabilidade de algum alelo de resisténcia surgir e estar presente na populacdo natural,

o inverso ocorrendo em populagdes de estagdes secas (FFRENCH-CONSTANT, 2013).

Os insetos apresentam uma ameaga ndo apenas econdomica ao atingirem o status
de praga agricola, como também comprometem a satilde humana, pois algumas espécies
transmitem doencas como a dengue, a malaria, a febre amarela, a doenga de chagas, a
leishmaniose e a filariose (TAUIL, 2006). O Malathion pertence ao grupo dos
organofosforados que sdo comumente utilizados no combate de insetos de modo geral,
inclusive no controle de vetores (SINGHI et al., 2007). Os dados obtidos neste trabalho
sugerem que provavelmente as populagdes de Z. indianus de Uberaba e Peiropolis
apresentam um histérico de exposi¢cdo ao Malathion (ou algum outro OP) em Uberaba e
Peirdpolis, uma vez o controle de vetores geralmente envolvem a aplicacdo de OPs e
ocorrem no final da estacdo imida e inicio da seca. Estudos direcionados a analise da
sazonalidade da resisténcia a inseticidas na espécie Culex pipiens, encontraram no meés
de margo, uma mortalidade de aproximadamente 80% por Malathion, j4 no més de
outubro notou-se um aumento da resisténcia com um valor de mortalidade que variou de
68% a 84%. Essa alteragcdo foi explicada pelos autores como sendo um resultado da

pulverizagdo do inseticida durante o verao (TASKIN et al., 2016).
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Os dados apresentados também nos mostram um menor efeito do inseticida em
Uberaba quando comparada as populagdes de Peirdpolis, provavelmente pela diferenca

de graus de urbanizagdo dos locais coletados.

E importante ressaltar que assim como nos testes de atividade enzimatica, os
dados de inibi¢do também permanecem semelhantes nas estacdes chuva e seca 1 e seca e
chuva 2, pois os individuos susceptiveis e os resistentes selecionados na estagao anterior,

fazem com que os alelos permanegam na populagdo por algumas geracdes.

Os resultados da analise de dosagem de proteinas contribuiram para a confirmagao
de que a alteragdo da atividade catalitica da enzima AChE est4 relacionada a pressdo de
selecao do ambiente e ndo a quantidade de enzima presente na amostra, pois os dados
demonstram uma baixa varia¢do nos valores de absorbancia das amostras analisadas que
respeitam o intervalo de 50 a 100 mg de proteina/ ml. Portanto, o grafico de atividade

especifica, se assemelha aos resultados encontrados nos testes de atividade enzimatica.

A sazonalidade associada a plasticidade fenotipica, ¢ um fator que pode ser
determinante na distribuicao, fisiologia e sobrevivéncia de seres vivos (PARKASH et al.,
2009). Alteracdes na atividade enzimadtica relacionada aos ciclos climaticos anuais ja era
discutida (DAILIANIS et al., 2003; LAU et al., 2004; PFEIFER et al., 2005). Os
resultados da presente pesquisa evidenciaram a plasticidade fenotipica na atividade da
enzima Acetilcolinesterase em resposta a sazonalidade, e resultados similares foram
encontrados em Philosamia ricini (bicho-da- seda) como resposta a estresse devido a
baixas temperaturas (SINGH et al., 2013). Outros estudos encontraram alteragdes
metabolicas induzidas por estresse climatico na espécie Z. indianus, como endurecimento
por calor, a aclimatagdo a fome e a dessecagdo. Os resultados mostraram um aumento nos
niveis, de trealose (54%), prolina (49%) e lipidios corporais totais (36%) (KALRA;
PARKASH, 2016; KALRA et al., 2017).

A enzima AChE permitiu a compreensdo de diferentes fatores, relacionados a
sazonalidade, que influenciam uma populacdo de drosofilideos como Z. indianus, bem
como o estudo da interacdo entre enzima e inseticida, possibilitando um maior
entendimento do historico de aplicacdo da espécie nas regides coletadas. O que comprova

o seu alto potencial como bioindicadora de contaminagdo por Malathion.
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6 CONCLUSAO

O estudo da espécie Z. indianus e sua interacdo com o ambiente nos permitiu
compreender o padrao de resposta da espécie quando em contato com o composto
inseticida Malathion. A enzima Acetilcolinesterase alvo desse inseticida, mostrou
altera¢des nao s6 em relacdo a inibi¢do enzimatica quando em contato com o composto,
como também alteracdes em sua capacidade catalitica em resposta a alteragdes climaticas
apresentadas durante o ano.

Portanto, com base nos resultados obtidos, a enzima AChE presente no sistema
nervoso central dos organismos, incluindo a espécie Z. indianus mostrou um alto
potencial como bioindicadora de contaminagdo por Malathion. Essa enzima pode ser
utilizada como uma espécie reporter para o controle € monitoramento de contaminagao
ambiental por Malathion e outros compostos organofosforados. Além disso, os resultados
de inibigdo demonstraram que entre os meses de margo a junho, esta enzima estd mais
susceptivel ao inseticida, o que indica que s3o meses adequados para o controle de pragas
e vetores. O estabelecimento de periodos para promover o contato do inseticida com as
populagdes alvo, reduz a interacao e a pressao seletiva causada pelo composto, o que
permite a diminui¢do na frequéncia de alelos resistentes.

Foi possivel também, encontrar alteracdes sazonais da enzima como resposta a
alteragdes climdticas, nas analises bioquimicas realizadas. Esses resultados nos convida
a refletir que as alteracdes na atividade enzimatica podem ocorrer por outros fatores que
nao envolvem apenas a inibi¢do da enzima por competicao do seu sitio ativo, como ocorre

com os organofosforados.
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