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RESUMO

O mosquito Aedes aegypti € originario da Africa, constituindo populacdes selvagens e
domesticas. Ele é adaptado ao ambiente urbano, utilizando recipientes com acumulo de
agua para colocar seus ovos. Seu controle é realizado por meio produtos quimicos,
biol6gicos e manejo ambiental, infelizmente essa classe de insetos possuem a capacidade
de eliminar compostos nocivos do organismo por meio de enzimas como as esterases que
conferem resisténcia ao mosquito. Esse trabalho teve como objetivo avaliar o
polimorfismo das esterases em populagdes naturais, assim como identificar uma regido
de atividade enzimética que apresenta variacdo de diversidade da enzima nesta populacéo.
Para o desenvolvimento do trabalho, foram utilizadas armadilhas do tipo ovitrampa para
obtencdo das amostras, seguidos da utilizacdo da eletroforese em gel de poliacrilamida
para analise das enzimas esterases. A classificacdo das esterases foi feita de acordo com
sua afinidade para alpha naftil. Foram coletadas 111 amostras de Aedes aegypti em
Chapada dos Guimarées - MT entre os meses de fevereiro a novembro de 2016 em trés
periodos estacionais (cheia, vazante e enchente), dentre as quais 39 amostras
apresentaram alelos superexpressos e 72 apresentaram alelos expressos. Houve maior
concentracdo de coleta nos periodos de cheia e enchente, visto que sdo épocas propicias
para 0 desenvolvimento do mosquito, a fase estacional cheia se obteve maior
superexpressdo da enzima esterase. Identificou-se diferencas altamente significativas
entre os periodos de amostragem (Fs, 106= 7.0904; p= 0.0000) (Figura 3) e as fases
estacionais (F2, 10s= 14.018; p= 0.0000), demostrando uma tendéncia da populacédo a se
tornar resistente. Portanto pode-se concluir que ha polimorfismo nesta populacéo,
apontando que ha fatores externos interferindo na selecdo destes organismos, fazendo
com que os individuos apresentem a enzima esterase na sua forma superexpressa, 0 que
€ preocupante, pois torna seu controle mais dificil, em vista que a esterase proporciona a
detoxificacdo do organismo, tornando-o resistente a substancias quimicas como 0s
inseticidas usados em seu controle.

Palavras-chave: Mosquito, Controle, Fases Estacionais e Resisténcia metabolica.

ABSTRACT

The Aedes aegypti mosquito originates from Africa, constituting both wild and domestic
populations. It is adapted to the urban environment, using containers with water
accumulation to lay their eggs. Its control is done by means of chemical and biological
products and environmental management. Unfortunately, this class of insects has the
ability to eliminate harmful compounds from the body through enzymes such as esterases
that confer resistance to the mosquito. This work aimed to evaluate the polymorphism of
esterases in natural populations, as well as to identify a region of enzyme activity that
presents a variation of enzyme diversity in this population. To develop this work, we used
ovitamp-type traps to obtain samples, followed by the use of polyacrylamide gel
electrophoresis to analyze the esterase enzymes. The classification of the esterases was
made according to their affinity for alpha-naphthyl. A total of 111 samples of Aedes
aegypti were collected in Chapada dos Guimaraes - MT between the months of February
and November 2016 in three seasonal periods (flood, ebb and flood), among which 39
samples showed overexpressed alleles and 72 showed expressed alleles. There was a
higher concentration of collection in the flood and flood periods, since these are
propitious times for the development of the mosquito, the full season phase obtained
greater overexpression of the esterase enzyme. Highly significant differences were
identified between the sampling periods (F4, 106= 7.0904; p= 0.0000) (Figure 3) and the
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seasonal phases (F2, 108= 14.018; p= 0.0000), demonstrating a tendency of the
population to become resistant. Therefore, it can be concluded that there is polymorphism
in this population, indicating that there are external factors interfering in the selection of
these organisms, causing the individuals to present the enzyme esterase in its
overexpressed form, which is worrisome because it makes their control more difficult,
considering that esterase provides the detoxification of the organism, making it resistant
to chemicals such as insecticides used in its control.

Keywords: Mosquito, Control, Seasonal Phases and Metabolic Resistance.

1 INTRODUCAO

O Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) € um mosquito originario da Africa tendo
populacBes selvagens e domésticas, sua dispersdo ocorreu por meio do homem em sua
permanente migracdo. (BRAGA; VALLE, 2007). A ecologia desta espécie auxilia na sua
extensa dispersdo, beneficiada em ambientes urbanos, preferencialmente no intra e no
peridomicilio humano, pois existem criadouros que favorece a rapida proliferagdo da
espécie, devido a dois fatos; condicGes perfeitas para reproducéo e alimentos disponiveis.
(ZARA et al., 2016). O ciclo de vida dos mosquitos passa por dois meios separados, 0S
adultos no meio aéreo e todas as formas imaturas em agua, assim suas fases sao definidas
como aérea e aquatica (ALMEIDA, 2011).

O controle do Aedes aegypti, mosquito vetor de diversas doencas como febre
amarela, dengue, Zika e Chikungunya é hoje um dos principais problemas de saude
publica, em muitas regides do mundo, incluindo o Brasil. Em nosso pais, como
documentado por Carvalho et al. (2004), estas arboviroses sao responsaveis por elevados
indices de morbidade e mortalidade, cuja problematica é algo discutido como uma
necessidade organizacional e estrutural de programas que visam uma gestdo integrada.
(COELHO, 2008; GUIRADO; ELLY; CAMPQOS, 2009).

H& muito tempo o Brasil desenvolve acdes de combate ao Aedes aegypti, tendo
conseguido alcancar sua erradicacdo em 1958. No entanto, houve sua reintrodugdo em
1976, onde ndo se conseguiu elimind-lo novamente, e ap6s dez anos, a estratégia de
erradicacdo foi substituida pelo controle. (TEIXEIRA; BARRETO, 1996).

A complexidade no controle vem de diversos fatores, como a urbanizacdo em
grande escala com o aumento populacional, onde s6 no Brasil, 81% das pessoas residem
em éareas urbanas, sendo que a estrutura dessas areas muitas vezes é inadequada, a
crescente globalizacdo com intenso fluxo de pessoas, as mudancas climaticas que

influenciam diretamente na duracdo e regimes de chuvas, séo fatores relacionados com o
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padrdo sazonal da dengue. Esta apresenta maior ocorréncia de casos no inicio do ano
periodo mais quente e Umido, caracteristico de climas tropicais e ainda a rapida
adaptabilidade do mosquito contribuem para a dificil monitoragdo. (COELHO, 2008;
KRAEMER et al., 2015). Cujo controle tem constituido um importante desafio,
especialmente nos paises em desenvolvimento. (ZARA et al., 2016).

As estratégias de combate sdo baseadas na utilizacdo de produtos quimicos e
bioldgicos, integrados com programas de manejo ambiental. (LUNA et al., 2004). Zara
et al. (2016) em sua revisdo bibliogréafica por meio da contribuicdo de diversos autores
chegaram a conclusdo para que a vigilancia do vetor seja eficiente deve-se integrar
diversas estratégias, com uso de tecnologias atuais, levando-se em conta as caracteristicas
socioambientais e socioeconémicas de cada regido bem como a integracdo da sociedade
mediante estratégias de comunicacéo.

Para que ndo ocorra a transmissdo da doenca, a fiscalizacdo vetorial deve ser
eficaz. A ferramenta comumente utilizada é a aplicacdo dos inseticidas, um método
poderoso. (DAS; DUTTA, 2014). Lamentavelmente estes invertebrados desenvolvem
resisténcia a todas as classes de inseticidas disponiveis, podendo levar ao fracasso o
controle populacional (PAIVA, 2006).

O extenso uso desses produtos para controle de pragas relacionadas com cultura
de todo o mundo levou a um aumento global de populagdes resistentes a inseticidas,
gerando sérios problemas a maioria dos programas de controle de artropodes em geral.
(MONTELLA; SCHAMA; VALLE, 2012). Uma vez estabelecida populacgdes resistentes,
0 ressurgimento de doencas transmitidas por vetores que presumidamente estdo sob
controle € muitas vezes inevitavel, e quando essa resisténcia é detectada, frequentemente
é muito tarde. (NAUEN, 2007).

A resisténcia é definida como a habilidade que uma populacdo de insetos tem de
tolerar uma dose de inseticida, que em condi¢cdes normais, causaria sua morte. A
resisténcia € uma caracteristica genética, um processo de evolucdo acelerada de uma
populacdo que responde a uma intensa pressdo seletiva, que como consequéncia
individuos que possuem alelos que conferem resisténcia prevalecem. (BRAGA; VALLE,
2007).

A habilidade de adaptacdo de um organismo depende da sua variabilidade
genética. O estudo da estrutura genética da populacado € essencial para o entendimento da
dindmica das populacdes do Aedes aegypti e para a analise de fatores responsaveis pela

resisténcia e adaptacdo ecoldgica. Essas adaptagdes muitas vezes sdo provenientes de
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mutacdes em genes, podendo mudar caracteristicas fisioldgicas e comportamentais do
inseto. Estes fatores sdo determinantes de uma variabilidade dentro de populagdes, o que
pode aumentar a capacidade de eliminar compostos do seu organismo tornando seu
controle ineficaz. (HIRAGI et al. 2009; ARAUJO, 2013).

Os insetos desenvolvem resisténcia a agentes nocivos por meio de diversas vias,
as mais estudadas séo as de resisténcia ao sitio alvo e a metabdlica. Nestes dois casos as
enzimas sdo de importancia fundamental, pois sdo responsaveis pela desintoxicacdo do
organismo. A familia das esterases compreende enzimas séricas que fazem hidrélise de
alguns substratos, entre eles ésteres e carboxilados, sendo que elas podem fazer rapida
ligacdo ou mesmo lenta com os compostos sequestrando-os. (PLAPP, 1976; BROGDON;
MCALLISTER, 1998; RODRIGUES, 2006; PAIVA, 2006; GUIRADO, 2008; SOUZA,
2013; ARAUJO, 2013).

As esterases fazem parte de uma grande familia de enzimas que podem ser
diferenciadas com base em sua mobilidade eletroforética, frequentemente para a
identificacdo de atividade elevada de esterase total ou especificas. Essas enzimas séo
testadas por meio de agentes cromogénios, sendo que as esterases séo classificadas com
base na sua preferéncia pelos substratos alfa e beta acetato naftil. (SODERLUND, 1997).

A resisténcia dos insetos implica frequentemente na presenca de esterases que por
meio da amplificacdo de genes, regulacdo, mutacdo de codificadores ou uma combinacgéo
desses mecanismos confere essa resisténcia. (LI; SCHULER; BERENBAUM, 2007).
Uma vez que a expressao enzimatica reflete a atividade dos genes, o polimorfismo ou a
variabilidade nestes padrGes isoenzimaticos permite identificar e caracterizar a
variabilidade genémica em populacdes de mosquitos. (GIGLIOLLI; LUCENA,;
LAPENTA, 2011).

Esse trabalho teve como objetivo avaliar o polimorfismo da enzima esterase em
populacdes naturais de Aedes aegypti em Chapada de Guimardes, Mato Grosso, assim
como identificar uma regido de atividade enzimatica que apresente variacdo da

diversidade da enzima nesta populacéo.

2 MATERIAL E METODO

As coletas foram realizadas na cidade de Chapada dos Guimardes no Estado de
Mato Grosso entre os meses de fevereiro a novembro de 2016, abrangendo as fases
estacionais cheia, vazante e enchente. As amostras de naturais de Aedes aegypti foram
obtidos por meio de armadilhas do tipo ovitrampa. (FAY; ELIASON, 1966).
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As ovitrampas foram instaladas mensalmente, para coleta de ovos de Aedes
aegypti. Em cada ponto, foram instaladas trés armadilhas dispostas a 1,5 m de altura nos
locais onde havia grande circulacdo de pessoas. Apos cinco dias, as armadilhas foram
recolhidas.

O material biolégico foi encaminhado ao Laboratério de Entomologia da
Universidade Federal do Mato Grosso (UFMT), para posterior analise como contagem e
manutencdo dos ovos. Apés a eclosdo espontanea dos ovos, as larvas foram alimentadas
com racdo extrusada flutuante (0.01g por dia), até a emergéncia dos adultos que foram
congelados.

O padrio da expressdo da a-esterase nas amostras de cada populacdo de Aedes
aegypti foi verificado por meio de Eletroforese vertical em gel de poliacrilamida. As
amostras foram armazenadas em micro tubo de polipropileno e acondicionadas em
freezer antes de cada procedimento.

As analises seguem o protocolo para testes de esterase descrito por Paiva (2006)
e Paiva et al. (2016). Para a realizacdo do estudo foi utilizada a eletroforese em gel de
poliacrilamida a fim de investigar a expressdo da esterase nas amostras bioldgicas.
Primeiramente os mosquitos foram macerados no tampé&o de amostra azul de bromofenol
e glicerol. Posteriormente, foram aplicados nos pogos dos geis de tamanho 10x10cm.
Estes géis foram produzidos por meio da mistura de 6,3 ml de dgua destilada, 3,8 ml de
solucéo tampao Tris HCL, 5 ml de Bis-Acrilamida, 200 pl de APS 10% (persulfato) e 20
pl de TEMED. A corrida em eletroforese vertical foi realizada em Tampao Tris-Glicerina
0.1M, pH 8.3, refrigerada por trés horas, a 200V.

A classificacdo das esterases foi feita de acordo com sua afinidade para alfa naftil.
Para verificar a expressdo da enzima esterase, as amostras foram coradas com alfa naftil
acetato e RR-Salt, diluidos em acetona e tampdo fosfato, posteriormente postas em uma
estufa com cerca de 37°C, com auséncia de luz por uma hora. Ao término deste periodo
foram entdo analisadas a expressdo das bandas da esterase. Para identificacdo e analise
das bandas, foram consideradas normais —bandas fracas (1) e superexpressa-bandas

escuras (2). (Figura 1).
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Figura 1- Gel de poliacrilamida de mosquitos Aedes aegypti corado com RR-Salt e Alfa esterase.
Identificacdo das bandas da enzima esterase por meio da intensidade da banda (més e ano) bandas fracas
(1) e superexpressa-bandas escuras (2).

Os resultados dos valores médios dos alelos expressos e de sua frequéncia foram
analisados pelo Programa Statistic 7.0 por meio de uma ANOVA (Analise de Variancia),
e o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Os valores médios de Frequéncia de
ocorréncia foram formatados no Programa Excel.

Os dados referentes a temperatura do ar (maxima, minima) e umidade relativa do
ar (média compensada) foram fornecidos pela Estacdo de Sao Vicente de Chapada dos

Guimaraes, ¢ foram analisados por meio da ANOVA fatorial.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas 111 amostras do mosquito Aedes aegypti no periodo de
fevereiro a novembro de 2016, dentre as quais 72 amostras destas apresentaram alelos
expressos, e 39 amostras apresentaram alelos superexpressos.

Observou-se que nos periodos de cheia e enchente obteve-se maior nimero de
coletas, devido a ser a época mais propicia para o desenvolvimento e procriacdo do
mosquito. Ja na vazante pode-se ver um numero relativamente baixo de coletas,
justamente por ndo ser a época propicia para estes individuos ja que ha pouco acumulo

de 4gua. (Figura 2).
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Figura 2- Valeres absolutos das amostras de Aedes aegypti em relacdo a expressdo da enzima esterase no
decorrer dos meses coletados.
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Isto € um indicativo da influéncia das chuvas na proliferacdo do mosquito,
Miyazaki et al. (2009) apontou em seus estudos que as chuvas foram o fator abidtico que
apresentou influéncia no nivel de infestacdo do vetor da dengue e outras doencas.

Tanto a densidade, como disponibilidade de criadouros, condicionados pelo
regime de periodos de chuva e seca influenciam na disperséo da espécie. (OLIVEIRA,
2015). Ja estudos realizados no México trazem um panorama diferente, abordando que as
alteracdes climaticas, como o aumento na temperatura principalmente na estacéo fria e
seca influenciam na incidéncia do vetor, consequentemente nos casos de dengue. Porém,
a precipitacdo ndo tem influéncia direta nestes casos, sugerindo que se houver ambientes
adequados para a oviposi¢do 0s mosquitos se reproduziram durante todo o ano e isto esta
relacionado com aspectos socioculturais e bioldgicas de cada local. (GONZALEZ;
LAKE; BENTHAM, 2011; ASTROM, 2013).

Esses fatores como a temperatura e precipitacdo podem ter influéncia direta na
proliferacdo e densidade populacional do mosquito Aedes aegypti, 0 que leva a uma
variacdo sazonal. (OLIVEIRA, 2015).

Para a andlise da enzima esterase foram utilizados os mosquitos adultos inteiros,
pois segundo Guirado (2008), 0 mosquito apresenta a enzima esterase em diversas partes
e 6rgdos do corpo, e que suas funcdes em cada parte sdo iguais as da enzima do sistema

nervoso, digestdrio e excrecao.
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Os alelos superexpressos representam 35,12% do total de amostras analisadas, em
que se percebeu um aumento significativo no més de novembro/2016. Da mesma forma,
um fator que representou maior superexpressdo da enzima foi a fase estacional de
enchente, que representa 25,22% destes alelos. Houve também uma tendéncia de redugéo
dos “alelos de resisténcia” no periodo de vazante.

A andlise de Variancia (ANOVA), identificou diferencas altamente
significativas entre os periodos de amostragem (Fs, 106= 7.0904; p= 0.0000) (Figura 3) e
as fases estacionais (F2, 10s= 14.018; p= 0.0000) (Figura 4).

Figura 3- Valores médios de Expressdo da enzima esterase entre os periodos de amostragem no municipio
de Chapada dos Guimaraes.
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Figura 4- Valores médios de Expressao da enzima esterase entre as trés fases estacionais no municipio de
Chapada dos Guimaraes.
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Estudos realizados nos Municipios de Cuiaba e Varzea Grande

identificaram diferencas significativas entres as duas cidades (F2, 13 = 12.39; p <0,01), a
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superexpressdo reduziu nos dois locais, porém teve uma leve tendéncia de aumento em
Cuiabd. As pesquisas apontam para o registro e 0 aumento a variabilidade das esterases,
demostrando que as populacgdes estdo metabolicamente ativas em relacdo aos mecanismos
utilizados. A fases estacionais também obtiveram valores significativos (F3, 381 = 14.74;
p <0.01) (BUTAKKA et al., 2019).

Do Estado de S&o Paulo foram analisadas 11 populagOes, dessas quatro
apresentaram alta frequéncia de alfa esterase. (GUIRADO, 2008). Qutras regides do
mundo ja apresentaram o fendmeno de resisténcia do Aedes aegypti, sendo eles Cuba,
Caribe, Venezuela e llhas Virgens. No Brasil, populacdes que apresentam padrdes de
resisténcia identificados por meio da andlise da enzima esterase e de ensaios com
inseticidas ja foram detectadas em S&o Paulo, Mato Grosso do Sul, Distrito Federal, Rio
de Janeiro, Sergipe e Alagoas. (LIMA et al. 2006).

A resisténcia do mosquito Aedes aegypti € resultado de mecanismos metabélicos,
que por meio da superexpressdo de enzimas de detoxificagdo do organismo como a
esterase, confere ao individuo sua maior resisténcia. Um dos principais problemas no
controle do mosquito estd associado a inseticidas quimicos e seu uso exclusivo, por
periodos prolongados, que pode selecionar individuos resistentes. Estudos nas cidades de
Recife e Jaboatdo dos Guararapes apontaram que o Aedes aegypti ja € resistente ao
inseticida temephos, conforme os relatorios divulgados pelo Ministério da
Saude/Fundacdo Nacional da Saude nos anos de 2000 e 2002 (PAIVA, 2006; BRAGA,;
VALLE., 2007; ARAUJO, 2013).

As enzimas esterases conferem aos mosquitos o status de populacdes resistente,
quando em pesquisas estes sdo submetidos a ensaios bioquimicos por meio da aplicacao
in sito de produtos nocivos aos mosquitos como os inseticidas. Apds a aplicacdo é
averiguado a mortandade dos individuos e feito as analises enzimaticas e moleculares.
No caso das enzimas esterasicas é analisado a variacdo dentro dessas enzimas entre alfa
e beta, a frequéncia dessas bandas e a intensidade delas. Quanto mais variavel e intensa é
a presenca dessas enzimas na populacdo, mas ela é considera resistente, pois essas sao as
enzimas responsaveis pela detoxificacdo do organismo dos mosquitos que age por meio
de oxidacdo, reducdo e hidrolise de compostos nocivos, como resultado produtos menos
toxicos que podem ser capturados e excretados pelo organismo inviabilizando esses
compostos de agirem nos seus locais de acdo, como o sistema nervoso dos mosquitos.
(CARVALHO et al. 2004; PAIVA, 2006; GUIRADO, 2008; ARAUJO, 2013).
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O estudo dessa enzima e os fatores que influenciam sua expressdo se faz
necessario devido as importantes fun¢des metabdlicas que elas desempenham, tais como,
processos digestivos e mecanismos bioquimicos que conferem resisténcia a esses insetos.
(GIGLIOLLI; LUCENA; LAPENTA, 2011). Estudo a longo prazo sdo de suma
importancia para a verificacdo de alteracdes nesses mecanismos, Guirado (2008) em seu
trabalho demostrou que houve diferenciagéo entre a expressao das bandas de esterase no
decorrer de intervalos de 5 e 7 anos, sugerindo que estas alteragdes s&o uma resposta a

pressdo ambiental.

4 CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos, conclui-se que apesar de ainda se ter uma parcela
substancial de alelos expressos normais, h4 comprovacdo de polimorfismo da enzima
esterase nas populacdes naturais de Aedes aegypti de Chapada de Guimarées, pois através
das amostras analisadas pode-se identificar alelos superexpressos, isso demostra que
nesta populacdo ha insetos com potencial resisténcia metabolica, o que confere assim a
populacdo uma variabilidade geneética, também pode-se notar como as fases estacionais
interferem diretamente na constituicdo da populacéo destes organismos, observando que
no periodo de enchente a variabilidade genética de organismos com superexpressao da
enzima esterase aumenta significativamente

Portanto ha fatores ambientais externos interferindo na selecdo destes
organismos, fazendo com que a enzima esterase se torne superexpressa nesta populagao,
0 que € preocupante, pois torna o controle do vetor dificil, em vista que a esterase
proporciona a detoxificacdo do organismo, tornando-o resistente a substancias quimicas

como os inseticidas usados em seu combate.
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