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HELVECIO, E. Caracterizacdo funcional do gene da Glutationa-S-Transferase Epsilon 2
(GSTE?2) em Aedes aegypti. 2014 Dissertagdo (Mestrado em Biociéncias e Biotecnologia em
Saude) — Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2014.

RESUMO

As Glutationa-S-Transferases (GSTs) em insetos desempenham um papel fundamental na
metabolizacdo de inseticidas quimicos, e provavelmente estdo envolvidas na protecdo contra o
estresse oxidativo decorrente da exposicdo a xenobioticos. O objetivo do trabalho foi a
caracterizagdo funcional do gene GSTE2 em linhagens de Aedes aegypti com diferentes perfis
de susceptibilidade ao temephos. Foram usadas uma coldnia susceptivel (RecLab) e outra
resistente, (RecR). Larvas de ambas as linhagens foram divididas em dois grupos: exposto ao
temephos com concentragdes subletais e ndo exposto. Os individuos sobreviventes foram
usados em ensaios enzimaticos para medir a atividade das GSTs totais contra 0s substratos
CDNB (padrdo) e o 4-HNE, um produto endogeno resultante da peroxidacdo de lipideos.
Adicionalmente, foi feito o sequenciamento do cDNA deste gene em amostras das duas
linhagens e a sua expressao foi investigada. A GSTE2 das duas linhagens foi expressa em
sistema heterélogo e purificada para avaliagdo da atividade metabolica contra o 4-HNE,
através de testes de biocatalise. Os resultados revelaram que a atividade enzimatica da GST
usando o CDNB foi normal para RecLab, em ambas as condigdes estudadas, porém, para
RecR houve alteracdo na atividade de GST, para os dois grugo estudados . Usando o 4-HNE
como substrato, as duas linhagens apresentaram um perfil enzimético alterado para GST em
relacdo a Rock, com uma resposta aumentada apds a exposicdo ao temephos. Foram
identificados polimorfismos que diferenciam as duas linhagens. Os resultados de expresséo
génica indicaram que as larvas resistentes apresentam niveis de expressdo significativamente
maiores do que as susceptiveis, e em RecR a expressdo caiu apds a exposicdo, sugerindo o
envolvimento dessa enzima nos processos de resisténcia metabodlica na linhagem RecR. Esses
dados abrem novas perspectivas de monitoramento da resisténcia metabdlica em Ae. aegypti.

Palavras chave: Aedes, Enzimologia, Glutationa-S-Transferase; Estresse oxidativo;
Expressdo génica e Resisténcia a inseticidas.



HELVECIO, E. 2014. Functional characterization of a Glutathione-S-Transferase Epsilon
class (GSTE?2) from Aedes aegypti. Dissertation (Master in Bioscience and Biotechnology in
Health) — Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2014.

ABSTRACT

The Glutathione S-transferases (GSTs) in insects play a key role in the metabolism of
chemical insecticides, and are probably involved in protection against oxidative stress
resulting from exposure to xenobiotics. This study aimed to characterize the function of
GSTE2 gene in strains of Aedes aegypti with different patterns of susceptibility to the
organophosphate larvicide temephos. Two colonies were used in this study, a temephos
resistant strain (RecR) and a susceptible one (RecLab). Larvae of both strains were divided
into two groups: exposed to sub-lethal concentrations of temephos and not exposed.
Individuals survivors were used in enzymatic assays to measure the activity of total GSTs
against CDNB (standard) and 4-HNE substrates, an endogenous product of lipid peroxidation.
Additionally, the AaGSTE2 cDNA sequencing was performed for samples from both strains
and its expression was investigated by qRT-PCR. The GSTEZ2 protein of the two strains was
expressed in a heterologous system and purified to test their metabolic activity against 4-
HNE, through biocatalysis tests. The results revealed that the enzymatic activity of total GSTs
using CDNB was normal for RecLab in both conditions studied, but for RecR a change was
detected for both exposed and non-exposed samples. Using 4-HNE as a substrate, both strains
showed an altered profile for total GSTs in relation to the Rockefeller strain, with an
increased response after exposure to temephos. Polymorphisms that differentiate the two
strains were identified. The results of gene expression analysis indicated that the resistant
larvae displayed significantly higher levels of GSTE2 expression than those observed for
RecLab and in RecR this level decreased significantly after exposure, suggesting the
involvement of this enzyme in the processes of the metabolic resistance in RecR.

Key words: Aedes, Enzymology, Glutathione-S-Transferase; Oxidative stress; Gene
expression and Insecticide resistance.
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1 INTRODUCAO

As Glutationa-S-Transferases (GSTs) sdo enzimas ubiquas, envolvidas em varios
processos, tais como: remocao de espécies reativas de oxigénio, regeneracdo de proteinas com
grupo sulfidrila reduzido, transporte intracelular, processos digestivos, sintese de
prostaglandinas e detoxificagdo de xenobidticos (HAYES et al., 2005; MCLLAWAIN et al.,
2006; TEW, 2007). Elas participam da reacao de biotransformacéo, particularmente na fase 11
e atuam biotransformando compostos toxico através da conjugacdo com o tri-peptideo
glutationa (GSH) tornando-os mais soltveis em dgua (WONGTRAKUL et al., 2009). Além
da protecdo contra compostos exdgenos as GSTs conferem protecdo a compostos toxicos de
origem enddgena, sobretudo aqueles resultantes do estresse oxidativo, a exemplo dos hidro

perdxidos de lipideos gerados a partir da peroxidacéo de lipideos (CATALA, 2010).

As GSTs em insetos estdo também diretamente ligadas ao desenvolvimento de
resisténcia a inseticidas quimicos (RANSON; HEMINGWAY, 2005). A resisténcia a esses
compostos pode ocorrer por diversos mecanismos, sendo 0s mais estudados a alteracdo no
sitio alvo do inseticida e alteracfes nas enzimas de detoxificacdo, conhecida como resisténcia
metabdlica. Até o momento, ndo existe registro de populacbes naturais de Aedes aegypti
resistentes ao organofosforado temephos (principal larvicida usado para controle desta espécie
de mosquito) via alteracdo do sitio alvo, que neste caso é a enzima acetilcolinesterase. Desta
forma, acredita-se que a resisténcia ao temephos nesta espécie seja mediada por mecanismos
metabolicos. Ha varios registros que comprovam o envolvimento direto de um membro da
classe Epsilon de GST (GSTE2) com a resisténcia ao DDT e a organofosforados (LUMJUAN
etal., 2011; RIVERON et al., 2014; STRODE et al., 2008).

Para as GSTs também tem sido atribuido um papel fundamental na detoxificacdo de
compostos enddgenos toxicos encontrados em grandes quantidades no interior das células,
entre eles estd o grupo 4-Hydroxy-2,3-trans-alk-2-enals com destaque para o 4-Hydroxy
nonenal (4-HNE). O 4-HNE é produzido através da peroxidacdo de lipideos (ALIN et al.,
1985), sob condi¢Oes de estresse oxidativo e tem efeitos na sinalizacdo, proliferacido e
diferenciacdo celular (ZARKOVIC et al., 1999). Esse estresse pode ser induzido pela
exposicdo do inseto aos inseticidas, pois o principal efeito das moléculas de DDT ou
organofosforados nas células é a peroxidacdo de lipideos e conseqiiente liberacdo de radicais
de grupos peroxil lipidicos que atuardo sobre os lipideos das membranas celulares

(ESTERBAUER, 1991). Diferentes estudos sugerem que tais compostos podem ser substratos
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naturais das GSTs, e de acordo com Sawicki et al. (2003), em pesquisas realizadas com
Drosophila melanogaster, as classes Delta e Epsilon metabolizam o 4-HNE, porém mais

estudos necessitam ser realizados em outras espécies de insetos.

Esse trabalho se propds a caracterizar o gene da GSTE2 em linhagens de Aedes
aegypti com diferentes perfis de susceptibilidade ao inseticida temephos, uma vez que pouco

se sabe sobre a diversificagdo funcional dessa enzima.
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2 MARCO TEORICO CONCEITUAL

2.1 Resisténcia a inseticidas quimicos

A resisténcia pode ser definida como a capacidade que uma linhagem tem de resistir a
altas quantidades de compostos téxicos que seria letal para as populagdes susceptiveis
(BEATY; MARQUARDT, 1996). Ela surge em decorréncia da selecdo de mutacbes que
favorecem a sobrevivéncia dos individuos expostos geracdo apos geracdo (FERRARI, 1996).

Inseticidas quimicos sdo aplicados para o controle de insetos vetores desde 1940. O
uso indiscriminado desses compostos pelos programas de controle, seja pelo aumento na
quantidade do produto aplicado ou pelo aumento na freqiiéncia de aplicacdo, alem da auséncia
de rotatividade entre compostos com modos de acdo diferentes, leva a falhas recorrentes de
controle populacional e ao aparecimento de populacGes de insetos resistentes (MONTELLA,
2007).

No Brasil, diversas populacdes de Aedes aegypti dos municipios sentinelas do
Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD) estdo resistente a inseticidas quimicos
(BRAGA;VALLE, 2007), situagdo similar tem sido reportada em varias partes do mundo
(POLSON et al., 2011; NKYA et al., 2014; MONTELLA et al., 2008; DHANG et al., 2008;
MARCOMBE et al., 2009; OCAMPO et al., 2010; DJOUKA et al., 2011).

2.2 Mecanismos de resisténcia

2.2.1 Comportamental

Esse tipo de resisténcia é descrito como uma modificacdo no comportamento do
inseto que passa a evitar o contato com lugares tratados com inseticidas. Estas mudancas
podem fazer com que os insetos reconhegam superficies ou areas tratadas com inseticidas,
diminuindo a invasdo de domicilios ou modificando horario de repasto sanguineo
(MATHEGE et al., 2001)

O trabalho de Roberts e Alecrim (1991) com fémeas de Anopheles darlingi na
Amazo6nia, mostrou como 0 comportamento desse vetor é influenciado apds a aplicagdo do
DDT nas casas, ou seja, nesses locais as fémeas ndo permaneceram apds o uso do produto o

que ndo foi observado nas casas ndo tratadas. Além disso, dois meses ap6s a aplicagdo do
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produto se observou que as fémeas que entravam nas habitagcdes selecionadas pelo estudo,
permaneciam no interior das casas apenas 0 tempo necessario para a alimentagdo. E
importante destacar que neste caso, a aplicacao do inseticida impde uma selecéo de individuos
que carreiam 0S genes responsaveis por comportamentos especificos que evitam o contato

com o inseticida.

2.2.2 Penetracdo reduzida

Esse mecanismo esta relacionado com a baixa absorcdo do inseticida pelo inseto e
pode ocorrer devido as alteragdes no tegumento do artropode, sobretudo no espessamento da
cuticula. Um estudo com uma coldnia de Anopheles funestus de Mocambique revelou que
fémeas resistentes a inseticidas da classe dos Piretrdides (Pl) possuiam um maior

espessamento na cuticula do que as susceptiveis (WOOD et al., 2010).

2.2.3 Modificacdo do sitio-alvo

Os inseticidas ttm como alvo moléculas do Sistema Nervoso Central (SNI) nos insetos
e alteracBes nos residuos de aminoécidos do sitio alvo leva ao comprometimento da ligacéo
inseticida  sitio alvo, diminuindo, ou até mesmo anulando seus efeitos
(BROGDON;MCALLISTER, 1998). Os alvos no SNC dos insetos para os inseticidas sdo: a
enzima acetilcolinesterase (AChE), alvo dos Organofosforados e Carbamatos, o canal de
sodio, alvo dos organoclorados (OC) e piretroides (PI). Insetos resistentes aos Pl podem
apresentar um fendtipo chamado de kdr (knockdowm resistance), paralisia por um
determinado periodo de tempo, acompanhada de uma recuperacdo locomotora apds o contato
com o inseticida. Diversos estudos mostram a presenca da mutacdo kdr em A. aegypti
resistentes aos piretroides (LIMA et., 2011; MARTINS et al., 2009; HASTINGS, 2011).

2.2.4 Resisténcia metabdlica

A resisténcia metabolica ocorre devido ao aumento na atividade das enzimas
responsaveis pela metabolizacdo de xenobidticos, garantindo a eliminacdo ou inativacdo do
inseticida circulante, impedindo que este alcance o alvo no SNC, seu sitio final de acédo
(BROGDON; MCALLISTER, 1998; HEMINGWAY; RANSON, 2000). Séo trés principais
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grupos de enzimas envolvidas na resisténcia metabolica: Esterases (ESTs), Oxidases de
funcdo multipla (MFO) e GSTs.

No mecanismo metabolico, um grande numero de genes esta envolvido nesse
processo, alteracdes na constituicdo génica dos individuos podem ocorrer e levar a resisténcia.
Este aumento na capacidade de detoxificacdo pode ocorrer devido ao aumento do nimero de
copias do gene em questdo, neste caso, se 0 inseto apresenta multiplas copias do gene, ele
possivelmente detoxificard mais rapidamente o Xxenobidtico em relacdo aquele que so
apresenta uma copia do gene (MONTELLA, 2007). Isto ja foi relatado, por exemplo, em
Culex quinquefasciatus, em uma linhagem resistente a OP devido ao aumento de 250x na
amplificacdo do gene da esterase B1 (MOUCHES et al., 1990).

Um outro mecanismo pode ser a alteracdo da regulacao da expressao do gene, levando
0 inseto a produzir mais ou menos produto com relacdo ao susceptivel. Também ja foi
detectado em Ae. aegypti resistente ao DDT, um aumento na expressao do gene que
codificaa GSTE2 (LUNJUAM et al., 2011).

Ao contrario da resisténcia do tipo sitio-alvo, cujos genes envolvidos sdo poucos e
bastante conservados, o que facilita o desenvolvimento de métodos de diagnostico da
resisténcia, no mecanismo metabdlico, varios genes podem estar envolvidos, e as familias
génicas destas enzimas de detoxificagdo evoluem por duplicagdo génica (AYRES et al.,
2011), o que dificulta a obtencdo de métodos de diagndstico, pois diferentes genes podem ser
responsaveis por varios mecanismos nas diferentes linhagens resistentes.

O processo de detoxificagdo dos inseticidas ocorre através da reacdo de
biotransformacgéo, que é a transformagdo do xenobi6tico em outra substancia por meio de
alteracbes quimicas. Os produtos gerados dessas transformacBes possuem propriedades
diferentes das originais e apresentam caracteristicas mais hidrofilicas que irdo favorecer a
excrecdo pelo organismo (GOODMANE; GILMAN, 2006).

Essa reacdo pode envolver até trés fases, na fase I, ocorre a modificagdo quimica da
molécula, com o envolvimento das MFOs e as ESTS, sendo a enzima responsavel pela reacdo
de oxidacdo, a adicdo de oxigénio na molécula, e a segunda, pela reacdo de hidrdlise, ou seja,
ela quebra a molécula onde houver grupos de ésteres (Figura 1).

Os produtos resultantes dessas reacGes podem ser excretados diretamente na fase Ill
ou entdo sofrer reacdo de conjugacao na fase Il, realizada principalmente pelas GSTs, que ira

ligar a glutationa ao composto que foi ativado na fase | para que ele se torne mais sollvel,
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permitindo a sua exportacdo (fase Ill) e consequentemente sua eliminacdo por bombas de
efluxo para fora da célula (GOODMANE;GILMAN, 2006).

Figura 1: Representacéo da reacao de biotransformacédo de xenobidticos e a participacdo das enzimas
detoxificadoras.
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Fonte: Brasil (2006).

2.3 Diagnostico da resisténcia a inseticidas quimicos

O diagndstico da resisténcia é uma etapa fundamental para os programas de controle,
pois permite a escolha do inseticida adequado, uma vez que determina a susceptibilidade da
espécie alvo ao composto a ser empregado, determinando assim a melhor opgdo. Permite
também realizar a rotatividade com outros compostos com modo de acdo diferenciado,
evitando o estabelecimento da resisténcia em campo. E importante destacar que a realizacio
do monitoramento da resisténcia em espécies sob acdo dos programas de controle evita que 0s
inseticidas ja desenvolvidos caiam em desuso, o que € fundamental devido ao ndmero
reduzido de classes disponiveis hoje no mercado e ao alto custo para o desenvolvimento de
novos inseticidas.

A resisténcia a inseticidas em populacdes de mosquito é diagnosticada, quantificada e
caracterizada através de diferentes testes in vivo e in vitro. A seguir estdo descritos os mais

utilizados.
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2.3.1 Ensaios bioldgicos

Estes testes vao revelar alteracfes na susceptibilidade das populagcdes de mosquitos
aos inseticidas usados para o controle da espécie, esses testes sdo importantes para 0
monitoramento e manejo da resisténcia. E uma metodologia padronizada pela Organizagéo
Mundial de Saude (1960).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (1981) a resisténcia pode ser detectada
segundo duas metodologias: bioensaios dose-diagndstica (DD), um ensaio qualitativo onde o
inseto é submetido a uma Unica concentracdo do composto capaz de discriminar os individuos
resistentes e susceptiveis. Essa concentracdo é dobro da concentracdo letal ou dose letal que
elimine 99% da populacdo susceptivel. A OMS Prop6e uma DD para cada vetor e para cada
produto a fim de permitir a comparacdo dos resultados das colénias de mosquito nas distintas
regides do mundo.

A outra metodologia é o bioensaio dose-resposta, que € um ensaio quantitativo, nele
sdo usadas concentracbes mortalidade-dose-crescentes do inseticida, para estimar o nivel de

resisténcia de uma populacéo.

2.3.2 Ensaios bioquimicos

Os testes bioquimicos védo identificar e quantificar as enzimas envolvidas no
mecanismo de resisténcia metabdlica em uma determinada populacdo. Sdo analisadas as
enzimas: esterases (o, B ¢ PNPA), glutationa S- transferases (GSTs) e oxidases de funcéo
maltipla (MFO). S&o testes importantes, pois irdo caracterizar o mecanismo metab6lico na
resisténcia, uma vez que ainda ndo foram identificadas em populagdes naturais de Ae. aegypti,
mutacdo na ACE, alvo do temephos isso demonstra que o mecanismo do tipo sitio alvo ndo
esta envolvido na resisténcia a organofosforados.

A grande probleméatica deste teste sdo os substratos usados, muitos deles sdo
genéricos, e podem sub ou superestimar a atividade das enzimas. Um novo método
colorimétrico foi desenvolvido para a deteccdo especifica da atividade de uma classe de
GSTs, a Epsilon, associada a resisténcia ao DDT em Ae. aegypti (MOROU et al., 2010), foi
mostrado que esse novo metodo de deteccdo da atividade enzimatica de GST é mais sensivel

do que o método bioquimico comum.
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2.3.3 Métodos moleculares

S@o importantes para a identificacdo de novos genes relacionados a resisténcia,
deteccdo de alelos mutantes nos genes alvos dos inseticidas, para estudar a expressao de
inimeros genes envolvidos com a resisténcia. Strode et al. (2008) desenvolveram o Detox-
chip, o qual, através da técnica de microarranjos, € capaz de analisar o perfil de transcricao de

204 genes das trés superfamilias relacionadas com a resisténcia metabolica.

2.4 Enzimas de detoxificacéo

2.4.1 Esterases

As esterases pertencem a um grupo de enzimas que hidrolisam preferencialmente
ésteres de acidos carboxilicos, podendo atuar também sobre outros substratos que contenham
ligacbes amidas (OAKESHOTT et al., 1993). Em geral, os inseticidas quimicos apresentam
em sua estrutura quimica uma ligacao éster, o que os torna susceptiveis a acdo das Hidrolases.

A superfamilia das Hidrolases é formada pelos grupos das Esterases (Colinesterases),
Lipases, Fosforotriestesterases, Proteases entre outras e apresentam em comum uma
conformagao secundaria com dobramento o/ff (MONTELLA, 2007).

Em diferentes espécies de mosquitos, a atividade elevada das esterases tem sido
reportada como o principal mecanismo de resisténcia aos inseticidas organofosforados e
secundariamente aos carbamatos (HEMINGWAY, 2000), mostrados nos trabalhos de
(AMORIM, 2013; HELVECIO, 2012; MONTELLA et al., 2008; POLSON et al., 2011;)
como também grandes quantidades de enzima podem ser encontradas em mosquitos
resistentes, quando comparados com os susceptiveis (HEMINGWAY; KARUNARATNE,
1998).

Elas atuam sequestrando o inseticida e liberando lentamente os metabolitos formados,
0 que exige a presenca de quantidades crescentes dessas enzimas, devido a ligacdo do
inseticida com o centro ativo da enzima, o que ocorre através de uma relacdo estequiométrica
1:1 e aregeneracdo da enzima ser lenta (HEMINGWAY ; KARUNARATNE, 1998).
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2.4.2 Oxidases de Fungdo Multipla

O termo P450 é usado para descrever enzimas codificadas pelos genes citocromo
P450. Na literatura, essa enzima € conhecida por varios nomes, Monoxigenases, Oxidases de
funcdo mista (MFOs), Monoxigenase polisubstrato (PMSQO), proteina heme tiolato entre
outros (MONTELLA, 2007).

As oxidases sdo conhecidas por metabolizar uma gama de composto endogenos
(hormdnios juvenil e ecdisona, acidos graxos, esteroides) e exdgenos que contribui em varias
funcdes: crescimento, desenvolvimento, nutricdo e detoxificagdo de xenobioticos
(FEYEREISEN,2005; SCOTT, 1998).

Elas constituem uma superfamilia identificada pelo prefixo CYP. Essa nomenclatura
foi introduzida por Nebert (1993) e é aceita universalmente. Essas enzimas catalisam
diferentes reacOes oxidativas, revelando a falta de especificidade, ou seja, uma mesma MFO
pode metabolizar mais de 20 substratos e um Unico composto pode ser metabolizado por
diferentes MFOs. Essa diversidade faz com que essas enzimas possam estar envolvidas com a
metabolizacdo de todas as classes de inseticidas, mas nem todas as familias de P450 séo
capazes de se ligar e, consequentemente degradar o inseticida (COLLINS et al., 2002).

Varios trabalhos ressaltam niveis elevados de P450s das familias CYP4, CYP6 e
CYP12 em amostras de insetos resistentes, mas apenas em poucos é estabelecida uma relacéo
entre uma P450 especifica e alto metabolismo de inseticida (COLLINS et al., 2002). Niveis
elevados de atividade da monoxidase P450, em mosquitos resistentes, sdo freqlientemente
encontrados em associagdo com atividade alterada de outras enzimas (HEMINGWAY et al.,
2004).

2.4.3 Glutationa-S-Transferases

As glutationa-S-Transferases sdo membros de uma grande familia de enzimas
multifuncionais, envolvidas na metabolizacdo de compostos hidrofébicos que sdo toxicos para
a célula, tais como drogas, inseticidas e substratos enddgenos. Especial atencdo sera dada a
este grupo de enzimas por tratar-se de nosso objeto de estudo.

As GSTs séo divididas em trés grupos: microssomais, citosélicas e mitocondriais. As
enzimas pertencentes a este Gltimo grupo sdo encontradas nas mitocdndrias e peroxissomos de
mamiferos apenas (LANDER et al.,, 2004;MOREL et al., 2004;). As microssomais Sao
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enzimas triméricas e estdo associadas & membrana e estdo envolvidas no metabolismo de
eicosanoides. Existem poucos estudos sobre esse grupo de GST em mosquitos, sabe-se que
sdo diferentes das GST citosolicas, em relacdo ao seu tamanho e estrutura, mas apresentam
atividade enzimatica similar. Ja foi descrito em Anopheles gambiae trés genes diferentes dessa
enzima e apenas um em Drosophila melanogaster (HEMINGWAY et al.,, 2002; TOBA,
AIGAKI, 2000). Apesar de terem estruturas diferentes e também origens diferentes, as
citosélicas e as GSTs microssomais catalizam reacbes similares (GAKUTA; TOSHIRO,
2000; PRABHU et al., 2001).

As GSTs citosolicas sdo enzimas sollveis encontradas no citoplasma da célula (CHE-
MENDONZA et al., 2009). Elas compreendem uma extensa familia de enzimas que foi
subdividida em classes, esta subdiviséo foi baseada em varios critérios, tais como: identidade
nas seqiiéncias de aminoacidos, relacdo filogenéticas, propriedades imunoldgicas, estrutura
terciaria, habilidade em formar heterodimeros e também a sua localizagdo nos cromossomos
(DING et al., 2003; HEMINGWALY et al., 2004).

Em insetos, apenas as GSTs citosdlicas estdo implicadas na resisténcia aos inseticidas.
Segundo Enayati et al. (2003), essas enzimas foram inicialmente enumeradas conforme a sua
ordem de eluicdo através de processos de purificagdo. Posteriormente ensaios imunoldgicos
em Musca domestica identificaram duas classes de GST, | e Il, a primeira codificada por uma
familia multigénica e a segunda codificada por apenas um gene. Conforme os estudos em
insetos foram aumentando, novas GSTs foram identificadas e elas ndo se enquadravam dentro
dessa classificacdo mencionada acima, entdo foi adotado o sistema de classificacdo de
mamiferos.

Através de comparacdes filogenéticas descobriu-se que as enzimas da classe 11 séo
ortologas a classe Sigma encontradas nas espécies desde nematodas até mamiferos e a classe |
é exclusiva de artropodes, denominada Delta. Com essa nova classificacdo, mais classes de
GSTs foram identificadas, como a Epsilon, a Tabela 1 mostra as classes de GSTs reagrupadas

conforme as similaridades de seqliéncias em diferentes espécies.
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Quadro 1: Classificacdo das classes de GST citosdlicas e sua distribuicdo em diferentes espécies.

Classes de GST Distribuicao

Delta Artrépodes

Epsilon Artropodes

Omega Nematddeos, insetos e mamiferos

Theta Insetos, mamiferos e plantas

Sigma Helmintos, nematddeos, insetos e mamiferos
Zeta Plantas, nemat6deos, insetos e mamiferos

Fonte: Adaptado de Enayati et al. (2005).

Atualmente a nomenclatura dessas enzimas em insetos esta formada por trés partes:
nome da espécie da qual a GST foi isolada, a classe da GST e a ordem de descoberta ou
organizacdo do genoma, exemplificando: AgGSTd12 é o décimo segundo membro da
subunidade de GST da classe Delta a ser identificado em An. gambiae.

Os genes das familias das GSTs em An. gambiae e Ae. aegypti, foram bem descritos
nos estudos de Ding et al. (2003) e Lumjuan et al. (2007) respectivamente, através de analise
filogenética, clonagem, expresséo e purificacdo de GSTs. Foram encontrados em An. gambiae
28 genes que codificam GSTs citosolicas, 12 da classe Delta e 8 Epsilon, 2 genes pertencentes
a classe Theta e somente um para Omega e a Zeta.

Em Ae. aegypti, existem 26 genes que codificam GSTs, dois sofrem splicing
alternativo totalizando 29 transcritos. As classes Delta e Epsilon sdo formadas por oito
membros cada, também foram identificados nessa espécie 1 membro da classe Zeta e Omega
e 4 da classe Theta, representado uma expansdo dessa classe em relacdo ao An. gambiae que
apresenta apenas dois genes.

Para Culex quinquefasciatus, foram descritos 40 possiveis genes que codificam GSTs
(35 citosolicas e 5 microssomais), desse total 14 corresponde a classe Delta, 9 Epsilon, 1
Sigma, 1 Omega, 6 Theta e 4 ndo classificadas ainda, com relacdo a Zeta, até o presente
momento ndo foi identificada no genoma de Culex (REDDY et al., 2011).

As GSTs citosolicas sdo constituidas por duas subunidades formando homodimeros ou
heterodimeros com aproximadamente 25 kDa. Cada subunidade da enzima tem dois sitios de
ligagdo, o sitio G, localizado na porcdo N-terminal da enzima que se liga a Glutationa e o sitio
H (hidrofébico) na porcdo C-terminal que se liga a substratos lipofilicos (Figura 2). A alta
diversidade dessa regido contribui para as GSTs se ligarem a diferentes substratos
(MANNERVIK; DANIELSON, 1988). A glutationa é um tripeptideo formado de trés

aminoéacidos: acido glutamico, cisteina e glicina.


http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_glut%C3%A2mico
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ciste%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Glicina
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Figura 2- Estrutura cristalografica da GST de Anopheles cracens.

Fonte: Wikipedia (GLUTATIONA, 2014)

A metabolizacdo ocorre através de duas formas, a conjugacdo da glutationa no centro
hidrofilico das substancias téxicas, levando a um aumento da solubilidade dos compostos e
facilitando a sua excrecdo, ou ligando-se em compostos que ndo sdo seus substratos. Essa
ultima modalidade de ligacdo esta associada com o sequiestro, armazenamento e transporte de
substancias como inseticidas, horménios, acido graxos, entre outros (LUNJUAM et al., 2007).

Como explicado anteriormente, elas participam da reacdo de biotransformacao,
especificamente na conjugacdo da glutationa com um substrato possivelmente toxico para a
célula, tornando-o mais sollvel e ndo toxico para a célula O sitio H se liga aos substratos
lipofilicos enquanto o residuo catalitico do sito G interage e ativa o grupo sufidril da
glutationa, reduzindo-o e gerando um anion tiolato (Figura 3). Esse anion é entdo capaz de

atacar substratos, ligando-os ao sitio H.

Figura 3- Conjugacéo da glutationa reduzida com um substrato eletrofilico (xenobidtico) catalisado
pela GST.
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Fonte: Towsend e Tewe (2003)
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Essa enzima também possui a atividade de DDTase (Figura 4), reagdo que elimina o
DDT, através da retirada de um hidrogénio da molécula inseticida e liberacdo de uma
molécula de cloro, o que gera o DDE, metabdlico ndo toxico (HEMINGWAY et al., 2004).

Figura 4- Atividade de DDTase (dehidrocloragdo) mediada por GST.
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Fonte: Enayati et al. (2005), com modif-icagées

As GSTs identificadas em mosquitos sdo expressas em machos e fémeas e em todos 0s
estagios de desenvolvimento (DING et al., 2003). Mas o padrdo de expressdo da enzima pode
ser diferente em cada estagio do desenvolvimento do mosquito. Em geral, hd& um aumento na
atividade da enzima no estagio larval e de pupa e essa expressdo atinge um nivel maximo
guando o mosquito passa para a fase adulta, contudo ha um declinio na expressdo com a idade
(HAZELTON; LAGN, 1983).

Variagdo no nivel de atividade da enzima em diferentes tecidos tem sido descrito em
algumas espécies. A GST Sigma de Drosophila melanogaster foi encontrada
predominantemente nos musculos de voo, sugerindo que o papel dessa classe de GST seja
estrutural (SINGH et al., 2001). Também alto nivel de atividade enzimatica foi reportado no
corpo gorduroso e no intestino médio de insetos, locais extremamente importantes para a
detoxificacdo de xenobioticos (ENAYATI et al., 2005). Ayres et al. (2011) caracterizaram 0
cluster de GSTs da classe Epsilon em quatro espécies do género Anopheles: An. funestus, An.
plumbeus, An. stephensi e An. darlingi. Eles mostraram que os genes sdo diferencialmente
expressos, e que o gene GSTE2 é o mais conservado entre as espécies, apresentando 0 mesmo
numero de codons na sequéncia codificadora do gene em todas as espécies, enquanto que 0s
outros genes possuiam indell. Além disso, eles também mostraram que o gene GSTES5 esta
evoluindo sob selecdo positiva, ou seja, importante para a adaptacdo das espécies. Este padrdo
de expressédo diferenciado sugere que ha uma diversificacdo funcional entre 0s membros que
surgem por duplicacdo génica (AYRES et al., 2011). Entretanto, esta diversificagao funcional

tem sido pouco estudada.
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A elevada atividade das GSTs em insetos esta, sobretudo relacionada com a resisténcia
as quatro classes de inseticidas quimicos, devido ao aumento na quantidade de uma ou mais
enzimas seja por amplificacdo génica ou aumento na taxa de transcricdo da proteina
(HEMINGWAY et al.,2004).

Essa classe de enzima tem um papel importante na inativacdo de produtos toxicos
resultante do metabolismo de oxigénio, as espécies reativas de oxigénio (ROS), incluindo
perdxido de hidrogénio, anion superoxido, e radicais hidroxil. Os ROS sdo danosos para a
célula e afetam algumas de suas fungdes, tais como: proliferacdo, apoptose e diferenciacdo
celular (SAWICKI et al., 2003).

2.5 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo nas células acontece devido a exposi¢do do organismo a diversos
agentes toxico, como drogas, inseticidas, radiacdo ionizantes, entre outros. Esse fenébmeno vai
ocorrer na célula quando houver um desequilibrio entre a producdo de produtos oxidantes e
antioxidantes o que acarretard em danos nos acidos nucleicos, proteinas e lipideos (Figura 5).
Esse processo leva a formacédo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio chamados
de radicais livres e como consequéncia a peroxidacao de lipideos, considerada bastante nociva
para a célula (YANG et al., 2003).

Figura 5- llustracdo dos diferentes processos que podem ocorrer nas células devido a exposicdo a
agentes txicos.

L .
€ ENVIRONMENT STRESS ORS_:)

S e

T
.
- T
adation
ROS ~——— PESTICIDES
o= generatien

EQUILIBRIUM (ROS = ADX)
OXIDATIVE STRESS (ROS = AOX)

Membrane
lipid bilayer

Oxidative
damage
Molecular damage
*Amino acids
Proteins

Mt lgic a<ids
Lipids and fatty acids

/},
CELL~ b [ Physiclogical
\ @ dysfunction

Fonte: Che-Mendonza (2009).




30

Organismos aerdbicos desenvolveram importantes mecanismos de protegcdo contra
ERO. S8o mecanismos enzimaticos (superdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase) e
ndo enzimaticos (Glutationa), eles vao atuar inibindo ou diminuindo a oxidagdo da célula
(VALAVANIDES et al., 2006). Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acdo das
ERO, porém a membrana é um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidacao lipidica,
que acarreta alteracfes na estrutura e na permeabilidade das membranas celulares (MELO
FILHO et al., 1983). Consequentemente, ha perda da seletividade na troca i6nica e liberacéo
do contetdo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lisossomas, e formacdo de
produtos citotoxicos (como o malonaldeido), culminando com a morte celula (HERSHKO,
1989).

A peroxidacdo de lipideos é iniciada pela reacdo de radicais livres como &cidos graxos
poliinsaturados encontrados na membana plasmatica e nas lipoproteinas. O processo ocorre
em cascata e se desenvolve em trés etapas: iniciagéo, propagagéo e terminagéo (Figura 6). Na
fase de iniciagdo, os &cidos graxos poliinsaturados sofrem ataque de uma espécie reativa, seja
de oxigénio ou de hidrogénio e ocorre a abstracdo de um atomo de hidrogénio, formando um
radical de carbono, que é estabilizado por um rearranjo molecular formando uma estrutura
com duas duplas ligagdes intercaladas por uma ligagao simples.

O radical assim formado se combina com o oxigénio, formando o radical peroxila, que
pode retirar um hidrogénio de outro acido graxo, gerando outro radical de carbono e assim
promovendo a etapa de propagacdo. A terceira etapa da-se pela aniquilacdo dos radicais
gerados, originando produtos ndo radicalares ou entdo, os radicais peroxila e alcoxila sofrem
clivagem formando aldeidos. O aldeido encontrado em maior quantidade nas celulas é o 4-
HNE (LIMA; ABDALLA, 2001).
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Figura 6- Esquema mostrando as reagdes ocorridas no processo de peroxidacao lipidica.
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Fonte: Lima; Abdalla (2001).

Alguns trabalhos tém mostrado o envolvimento de GSTs na defesa contra estresse
oxidativo. Um estudo publicado por MaB e colaboradores (2007) com baratas germanicas,
mostra que nesse organismo, uma enzima GST tem a capacidade de metabolizar compostos
provenientes da peroxidacdo lipidica. Em Apis cerana cerana a glutationa-s-transferase
sigma 1(AccGSTS1) submetida a diferentes condicGes de estresses como frio, calor, peréxido
de hidrogénio e cloreto de mercurio e inseticidas, revelou um aumento na expressdo desse
gene, o que pode apresentar um mecanismo de defesa contra 0 aumento dos niveis de estresse

oxidativo causado por diferentes agentes (YAN et al., 2007).

2.6 Caracterizacdo e reatividade quimica do 4-hydroxynonenal (4-HNE)

O 4-HNE foi descoberto em 1960 em estudos de caracterizacdo de substancias
citotoxicas encontradas em linoleato de metila autoxidado. Esse composto é formado de acido
linoleico, &cido aracddnico e acido aracdonico hidroperoxidado (ESTERBAUER, 1991).

E um aldeido of insaturado formado durante a peroxidagdo de lipideos devido a
degradacdo do w6 acido graxo poli-insaturado, que esta presente nas membranas celulares.
Possui trés principais grupos funcionais, o grupo aldeido, a ligagdo dupla C-C e o grupo
hidroxila, eles podem atuar independentemente ou em reagfes quimicas sequenciais com
outras moléculas (Figura 7). Cada um desses grupos reagira conforme o tipo de reagente e
condicdes da reacdo ( ESTERBAUER, 1991).
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Figura 7- Estrutura quimica do 4-hydroxynonenal (4-HNE).

O

OH

Fonte: Cayman Chemical (2014)

Como citado anteriormente, esse composto apresenta um carbonil af e pode reagir
com nucleofilos via Adicdo de Michael 1,2 e 1,4. A primeira envolve a reacdo da amina
primaria (ex. lisina) com o carbono que possui a insaturagdo, essa reacdo resulta no
intermediério da reacdo chamado carbonilamina que sofre rearranjos e perde agua para
formagdo da base de Schiff. A adi¢do 1,4 ocorre com o C3 do aldeido (B carbono) e um
nucleofilo, o resultado € a adi¢do de nucledfilos e prétons através da dupla ligagdo carbono-
carbono. O produto é um enolato que se rearranja para a forma ceto e depois ocorre a
protonacgdo do carbono 2. Alguns residuos de proteinas cisteina, histidina e lisina reagem com
0 4-HNE via essa reacdo de Michael como descrito acima (ULLERY, 2012).

Estudos mostraram que o 4-HNE presente nas diferentes partes das células causa uma
rapida perda de grupo sufidrila (SH), o que torna a glutationa uma molécula capaz de reagir
com o0 4-HNE (DOl et al., 2004; LESGARDS et al., 2011; YANG et al., 2003). A figura 8
mostra o produto inicial dessa reacao, o aldeido saturado com o residuo de glutationa atraves
de uma ligacdo tio- éter no &tomo de carbono 3. Este produto em seguida, é submetido a um
rearranjo intramolecular para os cinco membros hemiacetal ciclico 19, que é 95% do produto
final em solucgéo aquosa (ESTERBAUER, 1991).

Figura 8- Reacdo do 4-HNE com a glutationa

Fonte: Esterbauer (1991).
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Uma das formas da célula eliminar o 4-HNE é por meio do mecanismo envolvendo a
conjugacdo com a glutationa, explicitado acima. A reacdo com a glutationa ocorre via adigéo
de Michael, o tripeptideo glutationa é adicionado ao carbono que possui a ligagdo dupla com
outro carbono, isso pode ocorrer espontaneamente ou pode ser catalisado na presenca da
Glutationa-S-Transferase, na qual a velocidade da reagdo vai aumentar gradativamente
(SCHAUR, 2003; PETERSEN; DOORN, 2004).

2.7 Temephos

O temephos é um inseticida pertencente a classe dos organofosforados, usado para o
controle de larvas de mosquitos. Este inseticida quimico é o Unico recomendado pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para uso em agua potavel (CHAVASSE; YAP, 1997),
por apresentar algumas vantagens em relagdo a outros inseticidas (organoclorados), como por
exemplo, serem mais estaveis, ndo se acumularem nos tecidos de plantas e animais, ter baixa
toxicidade e ser produzido em formulacbes de lenta liberacdo, o que favorece seu efeito
residual prolongado (> 3 meses) nos criadouros (CHAVASSE; YAP, 1997).

A molécula inseticida possui como alvo a enzima acetilcolinesterase (AChE). Esta
enzima, em situacdo normal (sem a acdo do inseticida) é responsavel pela metabolizacdo do
neurotransmissor acetilcolina (ACE), que atua na propagacao do impulso nervoso elétrico.
Com a acdo do inseticida, a AChE é fosforilada, ficando irreversivelmente inativada.
Consequentemente, o neurotransmissor ACE se acumula nas sinapses nervosas, levando a
propagacao continua do impulso elétrico, culminando com a morte do inseto (WARE;
WHITACRE, 2004).

No Brasil, o uso do temephos para o controle de Ae. aegypti se iniciou
esporadicamente em 1967, com o surto de casos de dengue em 1986, 0 uso deste produto foi
intensificado, 0 que ocasionou 0 aparecimento de populacdes do vetor resistente a este
composto. Em 1999, foi estruturada a Rede Nacional de Monitoramento da Resisténcia do
Aedes aegypti a Inseticidas (Rede MoReNAa), coordenada pelo Ministério da Saude, a
responsavel pelo monitoramento da susceptibilidade de populagcbes de Ae. aegypti aos
inseticidas quimicos empregados em seu controle.

Os primeiros casos de alteracdo na susceptibilidade em populagdes de Ae. aegypti ao
temephos no pais foram detectados em 1999 (BOLETIM ELETRONICO
EPIDEMIOLOGICO, 1999; MACORIS et al., 1999; MONTELLA et al., 2007). Atualmente a
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resisténcia a esse composto esta disseminada pelo pais (BESERRA et al., 2007; BRAGA et
al., 2004; FONTOURA et al., 2012; LIMA, E. et al., 2006, 2011; LIMA, J. et al., 2003;
MONTELLA et al., 2007).

Estudo realizado por Diniz (2011) e Helvecio (2012) com popula¢Ges do mosquito
proveniente de varios municipios do Estado Pernambuco revelou uma alta razéo de resisténcia
ao inseticida temephos com valores acima de 100 x e elevado nimero de individuos com
atividade de GST alterada, representando quase 90% dos mosquitos analisados em algumas
populacdes. Um estudo realizado por Montella e coloboradores (2008) com populagdes
brasileiras de A. aegypti de varios estados, num periodo de tempo de trés anos mostrou que
na primeira avaliacdo em 2001 dos mecanismos de resisténcia presentes nessas populagoes,
somente as da regido nordeste apresentavam atividade alterada para as GSTs, porém em 2004
foi realizada outra avaliacdo e se observou uma disseminacdo de populacbes com atividade
das GSTs alteradas, provavelmente em funcéo do aumento no uso de piretroides para controle
de mosquitos adultos.

Populacdes de Ae. aegypti resistentes ao temephos também tém sido descritas em
outras partes do mundo, como na Costa Rica (BISSET et al., 2013), Cuba (BISSET et al.,
2004), Bolivia (BIBER et al., 2006), Colémbia (GRISALES et al., 2013; OCAMPO et al.,
2011; SANTACOLOMA,; CHAVES;BROCHERO, 2012), Argentina (LLINAS et al., 2010),
El Salvador (LAZCANO et al., 2009), india (SHETTY; SANIL; SHETTY, 2013; TIKAR et
al., 2009), Maléasia (LOKE et al., 2010), Trinidade e Tobago (POLSON et al., 2011) e
Tailandia (KOMALAMISRA et al., 2011).

Devido ao manejo tardio da resisténcia a este composto no Brasil, ele se tornou
ineficiente no controle de Ae. aegypti e foi substituido por outros inseticidas, poucos trabalhos
mostram que apos a substituicdo do temephos, 0 processo de reversdo da resisténcia se da de
forma lenta (BRAGA et al., 2004; LIMA et al., 2011). Alguns municipios adotaram o uso do
biolarvicida Bti (Bacillus thuringiensis israelensis) e atualmente o Ministério da Saude
recomenda o uso do novaluron (Inibidor da sintese de quitina) para o tratamento de criadouros

do mosquito.
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3 JUSTIFICATIVA

O aparecimento da resisténcia a inseticidas quimicos € um grave problema no controle
de insetos de importancia médica e pragas na agricultura. Conhecer a base genética da
resisténcia é importante para detectar e monitorar a resisténcia em campo e também para
implementar medidas de controle eficientes, assim como para desenvolver novos
inseticidas. Ja foi demonstrado que as GSTs estdo envolvidas no processo de
metabolizacdo de inseticidas e os genes que codificam estas enzimas estdo em grande

numero no genoma de culicideos vetores.

O larvicida temephos é um inseticida largamente usado nos programas de controle do
Aedes aegypti, principal vetor da dengue e febre amarela urbana. Entretanto, populacfes de
Ae. aegypti resistentes a este composto ja foram relatadas em diversas parte do Brasil e
em outros paises, apontando para a necessidade de mais estudos sobre 0s mecanismos

envolvidos nesse processo.

Apesar de varios trabalhos terem sido publicados sobre os mecanismos metabdlicos de
resisténcia, pouco se sabe sobre a sua base molecular. Atualmente existem poucos métodos
de diagnoéstico para a resisténcia metabolica e muitas vezes sdo falhos, por utilizarem
substratos genéricos, assim, mais pesquisas necessitam ser realizadas para a descoberta de

substratos que sejam mais especificos para as enzimas.

Além disso, ainda ndo esta claro se o papel das GSTs nos mecanismos de resisténcia aos
inseticidas quimicos é devido a sua interacdo direta com o xenobi6tico (via conjugacdo da
GSH) ou se ocorre via metabolismo dos compostos secundarios téxicos gerados pela
exposicao aos inseticidas. Desta forma, pretendemos com este estudo, investigar a atividade
protetora de um membro de GST da classe epsilon (GSTE2) contra produtos derivados da
peroxidacao de lipidios (4-HNE) provocada pela a¢do do larvicida temephos, o que ainda ndo

foi confirmada e nem relacionada com o desenvolvimento do fen6tipo da resisténcia.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral
Este estudo tem como objetivo a caracterizagdo funcional do gene da GSTE2 em
linhagens de Aedes aegypti com diferentes perfis de susceptibilidade ao organofosforado
temephos.

4.2 Especificos

a) Comparar a atividade de GSTs totais de linhagens resistente e susceptiveis de Aedes
aegypti usando os substratos CDNB e 4-HNE através de ensaios bioquimicos;

b) Identificar polimorfismos genéticos na sequéncia do gene GSTE2 entre linhagens

suscpetiveis e resistente de Aedes aegypti;

c) Verificar a atividade da GSTE2 recombinantes das linhagens RecR (resistente) e

RecLab (susceptivel) na metabolizacdo do 4-HNE;

d) Comparar os niveis de expressdo do gene GSTE2 por gRT-PCR em linhagens de Ae.
aegypti com diferentes perfis de susceptibilidade ao temephos;

e) Avaliar o efeito da exposicdo ao temephos no padrdo de expressdo de GSTE2 em

linhagens de Aedes aegypti com diferentes perfis de susceptibilidade a este composto.
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5 METODOLOGIA

5.1 Linhagens de Aedes aegypti

Foram usadas no presente estudo quatro linhagens de Aedes aegypti que apresentam
diferentes perfis de susceptibilidade ao inseticida Temephos, a Rockefeller, linhagem
referencia de susceptibilidade a insetecidas quimicos, a RecLab, linhagem susceptivel
originaria do municipio de Recife/PE, a RecR (MELO-SANTOS et al., 2010), linhagem
selecionada em laboratorio, com elevada resisténcia ao temephos e RecRev, sub-linhagem
estabelecida a partir da 142 geracdo da RecR, quando a RR era de 125 vezes, submetida ao
processo de reversdo da resisténcia ao temephos. A maioria destas linhagens é mantida ha
mais de 10 anos, no insetario do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM), a 26 +
1°C, umidade relativa entre 65-85% e fotoperiodo 12:12 h (dia/noite). Os adultos foram
alimentados em solucdo de sacarose a 10% e as fémeas fizeram repasto sanguineo em Gallus
sp. As larvas foram mantidas em cubas com agua declorada e alimentadas com racao para
gatos.

Em fung&o dos objetivos foram utilizadas diferentes linhagens. Amostras da RecLab e
RecR foram divididas em dois grupos: exposto e ndo exposto. As amostras do primeiro grupo
foram submetidas a exposicdo com o inseticida temephos a uma concentracao letal especifica
capaz de eliminar 50% dos individuos (CLsp). As exposi¢cdes foram realizadas no estadio
larval (L4) e a leitura feita 24 horas ap6s o experimento. As larvas sobreviventes e as ndo
expostas foram contadas e armazenadas a -80°C até a sua utilizacdo em ensaios bioquimicos e
qRT-PCR.

5.2 Avaliacdo da atividade de GSTs totais

Para avaliar o perfil de atividade das GSTs totais aproximadamente 90 larvas dos
grupos exposto e ndo exposto, de cada linhagem, foram submetidas a testes enzimaticos,
usando dois substratos diferentes, o convencional, CDNB (1-chloro-2,4-dinitrobenzeno)
descrito na Metodologia para Quantificacdo de Atividade de Enzimas Relacionadas com a
Resisténcia a Inseticidas em Aedes aegypti (BRASIL, 2006), e o 4-HNE. Os testes foram
realizados em uma série de trés repeticdes, por populagdo, com larvas no estadio L4, de

acordo com o protocolo descrito por Brogdon (1989), com modificacdes.
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As larvas foram homogeneizadas individualmente com 1 ml de tampédo fosfato de
potéassio pH 7.2 em microtubos de 1,5 ml, os homogenatos eram distribuidos em duplicatas
nas microplacas de 96 pocos Nunc (Figura 9), com 0,01 M da glutationa reduzida (GSH) e
99x10 ° M de CDNB ou 4-HNE. E importante destacar que a mesma amostra para cada larva
foi empregada para os dois testes.

Para 0 CDNB, a placa foi lida em cinética com duragdo de 20 minutos e com intervalo
de um minuto para cada leitura no comprimento de onda a 340 nm. Para o 4-HNE, a leitura
foi realizada em end point, ou seja, leitura imediata apos a reacdo na placa com comprimento
de onda de 224 nm. Todas as leituras foram feitas em espectrofotdmetro de placas EIx808
(Figura 10).

Figura 9- Representacéo das microplacas utilizadas nos ensaios bioquimicos para revelar a atividade das GSTs
totais.
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Fonte: Do autor

5.2.1 Anélise dos dados

Ao final de cada ensaio, obteve-se como resultado o valor da absorbancia das réplicas
de cada larva. Os resultados de absorbancia foram analisados no software especifico GEN 5, o
qual transformava os dados originais (obtidos em valores de absorbancia) em atividade
enzimatica, através do célculo do desvio padrdo das réplicas. A atividade enzimatica obtida
para cada individuo foi corrigida de acordo com a concentracdo de proteinas totais. Os perfis
enzimaticos das linhagens testadas foram classificados por comparacdo com a linhagem
Rockefeller (percentil 99). As populagbes foram consideradas normais se <15% dos
individuos apresentassem atividade enzimatica compativel com o percentil 99 de Rockefeller,
gue expressa a atividade enzimatica para 99% dos individuos desta linhagem. Valores entre
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15% e 50% classificam as popula¢bes como alteradas e acima de 50%, muito alterada, de
acordo com os critérios definidos pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2006).

Figura 10- Representacdo do espectrofotdmetro de placas EIx808 usado para medir a absorbancia da GST totais.

Fonte: Do autor

5.3 Quantificacdo da atividade enzimatica da GSTE2

5.3.1 Amostras

Nesta etapa do estudo foram usadas as quatro linhagens de Aedes aegypti, trés delas
susceptiveis ao inseticida temephos: Rockefeller, RecLab e RecRev e uma resistente, RecR.
Os individuos foram coletados na fase larval e mantidos a -80°C até a realizacdo dos
experimentos. Para avaliar a atividade enziméatica das GSTE2 de cada linhagem, foi feita RT-
PCR para amplificacdo do cDNA

5.3.2 Extracdo de mRNA

O RNA total de uma larva para cada uma das linhagens foi extraido utilizando o
reagente Trizol (Invitrogen), e cloroférmio hidratado com dagua DEPC, seguido de
precipitacdo com isopropanol, lavagem com etanol a 70%, centrifugacdo e ressuspensao com
H.O DEPC, e posteriormente tratado com TURBODNAase (Ambion), com o objetivo de
eliminar contaminantes de DNA genémico. A concentracdo e qualidade do RNA total foram
determinadas por espectrofotometria usando o espectrofotdmetro NanoDrop® 2000. As

amostras de RNA foram quantificadas através de espectrofotometria (A= 260 nm) e anélise
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em gel de agarose 1% em comparagdo com o marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA

Ladder® (Invitrogen).

5.3.3 RT-PCR (Transcricdo Reversa-Reac¢do em Cadeia da Polimerase)

As reacOes de transcricdo reversa foram realizadas usando o Kit AMVCloned
(Invitrogen®), conforme as recomendacOes do fabricante. Para cada 300 ng de RNA total foi
usado 2 uM de oligo (dt), 2 uM do mix dNTPs, e 5 ul de agua ultra pura. As amostras foram
incubadas a 65°C por 5 minutos em banho maria e depois foram postas no gelo.
Posteriormente foram adicionados 4 pl de tampao de sintese de cDNA 5x, 1 ul de DTT 0,1
mM, 0,2 U de RNase out e 0,2 U da Transcriptase Reversa. A Ultima etapa do processo foi
realizada no termociclador BIOMETRA® T3000 utilizando esse programa, 45°C por 60
minutos e depois 85°C durante 5 minutos.

As reagOes de PCR foram realizadas em um volume final de 25 pl contendo 0,2 mM
de cada dNTP, 1,6 uM de cada primer que amplificaram GSTE2 de Ae. aegypti das linhagens
susceptiveis e resistentes (Quadro 2). 2,5 U de Platinum Tag DNA Polimerase® (Invitrogen),
tampé&o contendo 20 mM Tris-HCI pH 8.4 / 50 mM de KCI, 1,4 uM de MgCl, e 100 ng do
DNA molde. Foi utilizado um controle negativo, com todos o0s reagentes citados acima,
porém sem cDNA, com o objetivo de verificar uma possivel contaminacdo dos reagentes.
Cada amostra foi amplificada em um termociclador BIOMETRA® programado para uma
etapa de desnaturacdo a 94°C por 2 min, seguido de 40 ciclos a 94°C por 1 minuto, 55°C por 1

min e 72°C por 2 min, e uma etapa final de 72°C por 10 min.

Quadro 2- Primers empregados na amplificagdo da GSTE2 de Ae. aegypti das linhagens estudadas.

PRIMER SEQUENCIA
AaGSTE2Fw 5’CAACTGCATATGACGAAGCTCAT3’
AaGSTE2Rv 5’TACCTGGAATTCTTATGCCTTTTGAGC3’

Fonte: Do autor

Os fragmentos de PCR foram separados por eletroforese em tampdo TBE, a 120V,
durante 60 minutos, em gel de agarose 1%, corado com solucdo de brometo de etidio (5
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mg/ml). As bandas foram visualizadas sob luz ultravioleta (UV) e os géis fotografados com
camera digital. Os tamanhos das bandas foram estimados pela comparacdo com padrdes

conhecidos do marcador de peso molecular DNA Ladder® 1Kb (Invitrogen).

5.3.4 Purificacdo dos produtos de PCR

As bandas correspondentes aos produtos de PCR para 0 cDNA do gene da GSTE2 de
Ae. aegypti foram separadas por eletroforese em gel de agarose, excisadas do gel e purificadas
utilizando-se o Kit GFX PCR DNA and Gel Band Purification® (Invitrogen), conforme
indicacdo do fabricante. A qualidade das amostras purificadas foi avaliada em
espectrofotdbmetro NanoDrop® 2000 a partir da leitura da absorbancia nos comprimentos de
onda 260 e 280 nm.

5.3.5 Clonagem pGEM- Teasy

Os fragmentos amplificados foram inseridos no vetor pGEM-T easy (Promega)
(Figura 11). Cada reagéo de ligacéo foi preparada em um volume final de 10 pl, empregando-
se 5 pul de Tampao de ligagdo, 10 U T4 DNA ligase, 1 ul pGEM-T Easy (50 ng), 100 ng do
produto purificado da PCR, e &gua ultra pura, as ligacbes foram incubada overnight a 4°C. As
ligacbes foram utilizadas na transformacdo por choque térmico de células competentes de

Escherichia coli DH5a.

Figura 11- Vetor pGEM-T easy utilizado na clonagem do gene GSTEZ2.
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A transformacgdo foi realizada usando 100 pl da célula DH5a quimicamente
competente e 5 pl de cada ligacdo, em seguida as amostras foram homogeneizadas e mantidas
no gelo por 30 minutos. Apos esse periodo, as células competentes foram submetidas ao
choque térmico, apos uma etapa em banho-maria a 42°C por 1 min seguida de resfriamento
em gelo por 2 min. 150 pl do meio enriquecido SOC foi adicionado a cada um dos tubos
contendo as células transformadas.

As ceélulas transformadas foram mantidas a 37°C por 60 minutos sob agitacdo de 200
rpm em shaker. Cerca de 100 pul dessas amostras foram plaqueadas em meio seletivo Luria-
Bertani (LB) solido acrescido do antibidtico ampicilina a 100 ug/ml, X- Gal 80 ug/ml e IPTG
0,5 mM e incubadas na estufa a 37°C overnight. Depois do periodo de incubacdo as col6nias
brancas (possiveis clones positivos) foram selecionadas e repicadas individualmente em tubos
de falcon de 15 ml estéreis, contendo 5 ml de meio LB liquido seletivo com ampicilina. Os
constructos plasmidiais recombinantes foram isolados pelo método de lise alcalina de acordo
com as recomendacdes do kit QlAprep Spin Miniprep 250 (Qiagen) e quantificados em
NanoDrop® 2000.

As construcdes plasmidiais foram submetidas ao sequenciamento automatico ABI
PRISM ® 3100 (Applied Biosystems) na plataforma tecnolégica, usando os primers
universais M13F e M13R, compativeis com o vetor pGEM T-Easy. A identidade e a
qualidade das sequéncias de nucleotideos obtidas foram analisadas por BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) e pelo programa DNAStar, e foram escolhidas apenas duas
construcdes: uma da linhagem susceptivel (RecLab) e outra da resistente (RecR) para as
proximas etapas de subclonagem em vetor de expressdo para obtencdo das proteinas

recombinantes de fusdo em sistema procarioto.

5.3.6 Digestdo com enzimas de restricdo Ndel e EcoRI

As construgdes plasmidiais das linhagens susceptiveis e resistentes foram submetidas a
duas digestdes com as enzimas de restricdo Ndel e EcoRI para a liberacdo do fragmento
génico GSTEZ inserido em cada vetor de clonagem. A primeira digestdo foi realizada com a
enzima Ndel (New England Biolabs), empregando-se um volume final de 30 pl constituidos
de 3 ul do Tampao 4, 10 U da enzima, 80 ng de DNA e 15 ul de agua ultra pura, esta reagdo
foi mantida em termociclador por 15 horas a 37°C e 15 minutos a 65°C. Os produtos foram

analisados em gel de agarose 1% e visualizado sob luz UV, em seguida a banda do gel
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correspondente ao produto da 1?2 digestéo foi excisada e purificada usando o kit GFX PCR
DNA and Gel Band Purification® (Invitrogen).

O DNA purificado foi submetido a uma segunda digestdo com a enzima EcoRI, com
um volume total de 40 pl de reagdo formados por 2,5 U da enzima, 4ul do tampao EcoRlI, 70
ng de DNA e 6 pl de 4gua. As amostras foram mantidas no termociclador por 24 horas a
37°C. Novamente os produtos finais da digestédo foram analisados em gel de agarose a 1% e
visualizado sob luz UV, as bandas no gel correspondentes aos fragmentos génicos GSTE2
sensivel e resistente excisados pelas endonucleases foram cortadas e purificadas com o kit
GFX PCR DNA and Gel Band Purification® (Invitrogen).

5.3.7 Subclonagem do gene GSTE2 no Plasmideo de Expressdo pET28

As sequéncias codificantes de interesse foram inseridas de forma direcional no vetor
pET28a a fim de se obter as proteinas GSTE2 recombinantes RecLab e RecR com uma
sequéncia de Poli-His (Histidinas) na sua porcdo N-terminal. Cada mistura de ligacdo foi
preparada empregando-se um volume final de 10 pl constituidos de 10 U de T4 ligase, 1 ul de
tampao 4, Syl (50ng) do pET28, 2 pul de DNA e 1 ul de 4gua, essa reagdo foi mantida a 16°C
por 16 horas.

O procedimento empregado na transformacdo das células competentes foi similar ao
descrito no item 5.3.5. As células transformadas foram semeadas em meio LB solido com o
antibiético Kanamicina e entdo mantidas na estufa a 37°C overnight.

Apo6s o periodo de incubacdo, alguns clones foram selecionados para etapas de
isolamento plasmidial e individualmente foram inoculados em 5 ml de meio LB Kanamicina e
incubados a 37°C overnight sob agitacdo de 200 rpm. As células tiveram seus plasmideos
extraidos pelo kit QIAprep Spin Miniprep 250 (Qiagen) segundo as instrucdes do fabricante.
Com a finalidade de verificar quais as amostras plasmidiais de pET28 que continham a
integracdo do inserto, foi realizada uma digestdo em pequena escala dos clones selecionados
com as duas enzimas citadas anteriormente e os fragmentos correspondentes ao gene GSTE2
excisados foram visualizados em gel de agarose 1% sob luz UV. A identidade das sequéncias
codificadoras para GSTE2 também foram mais uma vez confirmadas por sequenciamento
automatico ABI PRISM ® 3100 (Applied Biosystems).
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5.3.8 Expressdo e purificagdo das proteinas recombinantes (GSTE2RecLab e GSTE2RecR)

Para expressar as proteinas recombinantes de =24 kDa (GSTE2RecLab e
GSTE2RecR), codificadas pelos fragmentos RecLab e RecR de =660 pb da sequéncia
codificadora do gene GSTE2 de Ae. aegypti clonados no vetor de expressdo pET28a (Figura
12) , células competentes do tipo BL21star de E. coli foram transformadas com os constructos
pET28-RecLab e pET28-RecR e plagueadas em meio LB suplementado com Kanamicina (10
ug/ml). Uma colbnia da placa foi selecionada, inoculada em 10 ml de meio LB com 0 mesmo
antibidtico acima citado e incubada a 37°C, sob agitacdo por 12 horas. A cultura crescida foi
inoculada em 500 ml de meio de cultura (LB) suplementado com Kanamicina (100 pug/ml) e

submetida as mesmas condi¢fes de incubacdo citadas anteriormente.

Figura 12- Vetor pET28a utilizado no processo de expressdo da proteina GSTE2

Xho I(158)
Not K168)
Eag }168)
Hind lIK173)
Sal I(178)
Sac k1%0)
EcoR N192)
BamH I198)
Bpu1102 8oy _— Nhe I231)
- Nde l(238)
Ora 512 L << Neo 1(296)

1 ! _-Xba 1335,
- = Bal 401
L-\Ql}]-:ﬂﬁ-“ll . Sqrh 1442
0

©
_m
7~
20
L
1L
25g1-cL0) VP

''''''

Fonte: Addgene (2014).

O crescimento bacteriano foi monitorado através da densidade Otica (A=600 nm) de
aliquotas do meio de cultura no espectrofotbmetro. Ao atingir densidade otica de 0,5, as
bactérias foram induzidas a 30°C com IPTG na concentracdo final de 0,1 mM durante 4
horas. Uma aliquota de 200 ul de meio de cultura foi centrifugada a 5.000 g por 3 min. Ao
sedimento foram acrescentados 80 ul de tamp&o de amostra Laemmli 2X e 15 pl da amostra
foram submetidos a eletroforese SDS-PAGE 10%, o gel foi corado com azul de comassie R-

250 e analisado. O volume restante foi centrifugado a 5.000 g por 10 min a 4°C. O sedimento
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obtido foi ressuspendido em 20 ml de tamp&o PBS para posterior lise através de um sonicador
Sonics Vibra-Cell VC 505. Foi adicionado Triton-X 1% final ao lisado para posterior
centrifugacdo a 5.000 g por 10 min a 4°C. Ao sobrenadante foi adicionado imidazol 5 mM e
200 pl de resina de agarose Ni-NTA® (Qiagen) previamente equilibrada com PBS ap0s trés
lavagens consecutivas. A mistura foi incubada por 1 hora a 4°C sob leve agitacdo. Apos
incubacdo a amostra foi centrifugada a 5.000 g por 2 min, o sobrenadante foi descartado e a
resina foi lavada trés vezes com 1 ml de tampéo PBS.

As proteinas recombinantes ligadas a resina foram eluidas através de sucessivas
lavagens com tampéo de lavagem (50 mM de Na,P0O,/300 mM de NaCl/ 10% de glicerol pH
6) e 20 mM de imidazol (1" lavagem); tampdo de lavagem e 0.5 M de imidazol (2" e 3
lavagens). A resina final foi ressuspendida com 200 ul de PBS/glicerol 10% e armazenada a -
70°C. Um volume de 10 pul de cada eluato da resina restante foi acrescido de igual volume de
tampdo Laemmli 2X e 10 ul foram submetidos a eletroforese em SDS-PAGE 15%,

visualizado apds coloracdo com azul de Comassie R-250, para avaliar a purificacao.

5.3.9 Ensaios de Biocatalise

Com o objetivo de avaliar a atividade metabdlica da GSTE2 contra o substrato 4-HNE
experimentos de biocatalise foram realizados e os resultados avaliados por cromatografia de
camada delgada (CCD). Esta técnica esta baseada na separacdo dos componentes de uma
mistura, identificacdo e quantificacdo das espécies quimicas, € realizada através da
distribuicdo de componentes entre duas fases, que estdo em contato intimo.

Uma das fases permanece estacionaria enquanto a outra se move através dela, durante
a passagem da fase modvel sobre a fase estacionaria, 0s componentes da mistura sao
distribuidos entre as duas fases, de tal forma que cada um dos componentes é seletivamente
retido pela fase estacionaria, resultando em migracGes diferenciais destes componentes, ou
seja, 0s componentes da amostra tém diferentes velocidades ao passarem pela fase
estacionaria (DEGANI et al., 1998).

Em um erlenmeyer com capacidade para 10 ml, 6 mg das proteinas purificadas foram
incubadas com 1,2 mM de 4-HNE, 1mM de glutationa (GSH) e 1 ml de tampéo fosfato de
potassio pH 7,2 em uma incubadora TECNAL a 30°C e rotacdo de 120rpm. Foi feito também

outra reacdo denominada padrdo, onde todos os reagentes citados acima estavam presentes,
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com excecdo da enzima GSTE2. Ambas as reag0es foram acompanhadas por cromatografia
em camada delgada (CCD) até o consumo total do substrato.

As amostras das reacdes foram aplicadas em placa de silica com dimens6es de 2,5x5,0
cm, onde uma gota de cada amostra reacional e de uma amostra padrdo de 4-HNE foi
aplicada, com ajuda de um capilar, proxima a base da placa (cerca de 1 cm acima da
base), com cuidado para que o didmetro da mancha ndo ultrapassasse 0,25 cm. A cuba
cromatogréfica foi preparada com um recipiente de vidro com tampa e contento papel de filtro
nas paredes embebidos com a fase movel, deixando a atmosfera interna do recipiente saturada

com vapores da fase movel para facilitar a “corrida” cromatografica (Figura 13).

Figura 13- Cuba cromatogréfica

Fonte: Do autor

Em seguida, a placa foi posicionada na cuba cromatografica de modo que o nivel da
fase movel ficasse abaixo do ponto onde as amostras haviam sido aplicadas, onde foi eluida
com uma mistura dos solventes n-hexano/acetato de etila na proporgdo 1:1. A cromatoplaca
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foi revelada em vanilina sulfurica sob aquecimento, a figura 14 mostra o esquema de

aplicacdo das amostras.

Figura 14- Esquematizacdo do cromatograma obtido por CCD na reacdo da GSTE2 com o 4-HNE.
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Fonte: Do autor

5.4 Avaliacdo da expressao génica do gene GSTE2 por RT-PCR quantitativo em tempo
real (QRT-PCR)

O RNA total de amostras das linhagens RecR e RecLab foi obtido a partir de pools de
5 larvas, usando o protocolo de extracdo de RNA por Trizol (Ambion). A qRT-PCR foi
realizada com o kit Quantitect SYBR Green RT-PCR (QIAGEN, cat No 204245) onde foram
usados 0S primers 5 AAGATCTACGGCTGGCTGGA 3 e
5’TCTGCGACAGGACAAACTGC 3’ que sdo especificos para o gene GSTE2. Os primers
foram desenhados usando o primer select, uma das ferramentas do DNA Star. Todas as
reacOes de RT-PCR quantitativa foram realizadas em duplicata com cinco repeticdes no
sistema de PCR em tempo real da Applied Biosystems (ABI 7500). Para cada reacdo foram
usados: SYBR Green Master mix 1X, 0,2 uM de cada primer (Forward e Reverse), 0,2 U da
enzima Transcriptase Reversa, 5 ul de cada amostra normalizada para 100 ng e H,O para
completar 25 pl de reacdo. O gene rpl8 foi usado como controle endégeno. A reacdo de RT-
PCR quantitativa foi realizada medindo-se a intensidade de fluorescéncia do Sybr-Green I, na
qual todas as amostras puderam ser comparadas. A fluorescéncia emitida foi captada pelo

sistema optico do termociclador e transmitida para um computador onde o software fez a
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andlise final dos dados. Os dados de deteccdo e quantificacdo foram coletados e analisados

pelo software ABI (versdo 2.0.4) da Applied Biosystems.

O programa de qRT-PCR se deu nas seguintes etapas: uma etapa inicial a 50°C por 30
minutos que permitiu a transcricdo reversa; outra etapa de 15 minutos a 95°C para ativar a
Taq polimerase seguida por 40 ciclos de 94°C por 15 segundos, 54°C por 30 segundos e 72°C
por 30 segundos. Controles negativos foram incluidos para detectar contaminagdo dos
reagentes (mix sem molde de RNA) e presenca de DNA genémico ndo removido pelo
tratamento com DNase (mix sem transcriptase reversa). A expressdo relativa do RNAm foi
calculada pelo método 24T (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).
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6 RESULTADOS

6.1 Analise bioquimica das GSTs totais

Os resultados dos ensaios enzimaticos utilizando o CDNB como substrato revelou que
a linhagem susceptivel RecLab ndo apresentou individuos com atividade alterada para as
GSTs totais, mesmo na condicdo de exposicdo ao temephos. Em relacdo a linhagem resistente
RecR, 33% das larvas ndo expostas apresentaram atividade alterada para essa enzima e 35%
das larvas expostas também mostraram alteracdo (Tabela 3).

Por outro lado, empregando-se o 4-HNE como substrato, foi observado que as duas
linhagens mostraram alteracdo para as GSTSs totais em relacdo a Rockefeller, com aumento na
atividade destas enzimas ap0s a exposicdo ao temephos para as duas linhagens. Os resultados

destes testes estdo mostrados na Tabela 3.
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Quadro 3- Atividade enzimatica de GSTs totais em larvas de linhagens de Aedes aegypti (RecLab e RecR) usando o CDNB e o 4-HNE como substrato sob diferentes
condicBes (exposto e ndo exposto ao temephos).

CDNB Linhagens NGmero de Larvas p99’ % >p99° Classificacéo®
Rockefeller 83 1,3 - -
Rec Lab N&o exposto 95 1,7 1 N
Rec Lab exposto 78 1,8 1 N
RecR Né&o exposto 91 43 33 A
RecR Exposto 86 49 35 A
4-HNE Linhagens NGmero de Larvas p99’ % >p99° Classificacéo®
Rockefeller 80 2,0 - -
Rec Lab Néo exposto 91 41 20 A
Rec Lab exposto 98 5,2 30 A
RecR Né&o exposto 89 7,3 45 A
RecR Exposto 87 8,5 55

Fonte: Do autor

Legenda:* Percentil 99, ? Porcentagem de individuos com atividade enzimética acima do percentil 99 de Rockefeller, * Classificacéo da atividade enzimatica comparada com

Rockefeller: N (normal), A (alterado) e MA (Muito alterado)



51

6.2 Andlise da atividade enziméatica da GSTE?2 contra o 4-HNE

6.2.1 Expressdo e purificacdo das GSTE2

A producéo da proteina recombinante foi realizada por meio da inducédo por IPTG. A
Figura 15 mostra um gel de SDS-PAGE a 10% ap0s as amostras serem submetidas a
condicdes desnaturantes. A presenca da banda diferenciada nas fracbes 2 e 4 mostra o
tamanho esperado da proteina GSTE2, de aproximadamente 24 kDa, revelando o0 sucesso na

metodologia de expressdo adotada.

Figura 15: Expressao da proteina GSTE2 das linhagens RecLab e RecR
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Fonte: Do autor

Nota: A coluna 1 € o peso molecular, 0s pogos 2 e 3 sdo proteinas da linhagem RecLab e os pogos 4 e 5 da
linhagem RecR., a 2 e 4 sdo extratos protéicos ndo induzidos do sistema de expressdo e as colunas 3 e 5 sdo 0s
extratos proteicos induzidos mostrando a eficiéncia no processo de expressao protéica (Apontada pelas setas).

6.2.2 Ensaios de biocatalise

Os ensaios de biocatalise realizados com a GSTE2 de ReclLab e RecR ndo foram
conclusivos, apesar de ter sido observada uma reducdo na intensidade da banda e migragéo

diferencial na amostra com a enzima presente na reagdo na placa de silica (Figura 16).
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Figura 16- Monitoramento da cromatografia de camada delgada com placas de silica
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Fonte: Do autor

6.3 Analise da regido codificadora do gene GSTE2 em linhagens susceptivel (RecLab) e

resistente (RecR) ao temephos

As reacOes de RT- PCRs realizadas em larvas das linhagens (RecLab, RecRev, Rock e
RecR) amplificaram um fragmento de aproximadamente 669 pares de base (Figura 17). Estes
fragmentos foram purificados, clonados e sequenciados. As sequencias foram alinhadas com
as que estdo depositadas no NCBI (AaeL_AAEL007951, VectorBase: AAEL007951).

O resultado do alinhamento evidenciou polimorfismos presentes entre as seqiiéncias
obtidas dos clones das linhagens susceptiveis e a seqliéncia do GSTE2 de Ae. aegypti
disponivel no NCBI/VectorBase. Apenas quatro mutacdes do tipo substituicdo de bases foram
observadas. Nenhuma mutacéo do tipo indell (adicdo ou delecdo) foi observada (Tabela 4).
Essas mutagdes levaram a trocas de aminoacidos na cadeia polipeptidica (Tabela 5). Ja para
os clones resistentes, houve 24 substituicdes nucleotidicas e cinco trocas de aminoacidos
(Tabela 6 e 5, respectivamente). A figura 18 mostra o alinhamento das sequencias de
aminoacidos entre todas as linhagens estudadas.
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Figura 17- Gel de agarose 1% mostrando amplificagdo do fragmento de 669 pb correspondente a regido
codificadora do gene GSTE2.

=200

Fonte: Do autor

Nota: PM (Marcador de peso molecular DNA Ladder 100 pb (Invitrogen), RL (RecLab), RV (RecRev), RO
(Rockefeller), RR (RecR), C- (Controle negativo).
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Quadro 4- Alteracoes de aminoacidos detectadas no alinhamento entre as seqiiéncias proteicas de GSTE2 de Ae. aegypti  disposta no NCBI (AaeL_AAEL007951) e dos
clones susceptiveis.

POSICAO DE BASE ALTERADA

GSTE2 Ae. aegypti gL 344 416 515
RecLab G G A T
RecRev A T A A

Rock G T G A

Fonte: Do autor
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Quadro 5- Alteragdes de aminoacidos detectadas no alinhamento entre as sequéncias proteicas de GSTE2 de Ae. aegypti disposta no NCBI (AaeL_AAEL007951) e com as
linhagens estudadas.

LINHAGENS POSICAO DO AMINOACIDO ALTERADO
GSTe2 Ae. aegypti G L C Q | \V/ E A
Rec Lab G - F Q - E - -
RecRev S - F Q - E - -
Rock G - F R - E - -
RecR - S F - \% - A E

Fonte: Do autor
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Quadro 6- Alteracdes de aminoacidos detectadas no alinhamento entre as seqiiéncias proteicas de GSTE2 de Ae. aegypti  disposta no NCBI (AaeL_AAEL007951) com a
linhagem RecR.

POSICAO BASE ALTERADA

57 189 252 273 332 333 344 357 375 411 448 468 471 477 507 516 519 522 533 534 552 576 593 654

GSTE2 A C T T T G G T G T A A C T T A T G A G C G C T
Ae. aegypti

RecR G 6 ¢c ¢c ¢c 1T T €C A A G C T C C C C A C Cc T A A C

Fonte: Do autor
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Figura 18- Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da GSTE?2 obtidas nas linhagens RecR, Rec Lab, RecRev e Rock com a sequéncia de GSTE2 disponivel no
GenBank..

GSTEZ A. aegypti
RecR

RecLab

RecRev

Rock

GSTEZ A. aegypti

RecR DIIYLVSKIGKDDSLYSKEI.'VKQMCLNEALHFESGVI.FARER.FWEPILFMGSEIPADRAEWQKAYQL
RecLab IMIYLVSKYGKDDSLY SKELVRQAKLNAALHFE SGVLFARLRFVFEPILFAGGSEIPADRARYVQORAYQL
RecRev IMIYLVSKYGKDDSLY SKELVRQAKLNAALHFES - VLFARLRFVFEPILFAGGSEIPADRARYVQRAYQL
Rock IMIYLVSKYGKDDSLY SKELVRQAKLNAALHFE SGVLFARLRFVFEPILFAGGSEIPADRAERYVQKRAY L
150 160 170 180 190 200

e e I I [ (P [ I
=il o N T=Te 5%y o4 M T.EDT LVD DY IVGNS LT IADFSCVSS5V5SS IMCMI PMDKEKF PKIYGWLDRLKALPYYEAANGSGAEQVAQF
RecR LED‘I.'L'VDDYEVGN SLTIADFSCVSSVSS IMCMI PMDKEKE‘ PKIYGHLDBIMLPYYEEBNGSGAEQVAQF
RecLab LEDTLVDDY IVGNSLT IADFSCVSSVSS IMGYT PMDRKERF FKTYGHLDRLKALPYYEAANGSGAEQVAQF

RecRev LEDTLVDDYIVGNSLT IADFSCVSSVSSIMGEI PMDRKEKF PRIYGHLDRLKALPYYEAANGSGAEQVAQE
Rock LEDTLVDDYIVGNSLT IADFSCVSSVSSIMGEI PMDRKEKF PRIYGHLDRLKALPYYEAANGSGAEQVAQE

GSTEZ2 A. aegypti
RecR

RecLab

RecRev

Rock

Fonte: Do autor

Nota: Em vermelho estdo as modificacGes de aminoaciodos encontradas em todas as linhagens estudadas em relacdo a sequencia de GSTE2 depositada no NCBI e
VectorBase. Em amarelos estéo as substitui¢des de aminoacidos encontrado apenas em RecR.
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6.4 Perfil de expressdo do gene AeGSTE2 por qRT-PCR

A expressdo relativa do GSTE2 na linhagem Resistente foi muito maior do que na
linhagem susceptivel (Figura 19). Para RecLab, ndo ouve diferenca no nivel de expresséo
génica entre os grupos exposto (1,029) e ndo exposto (1,0). A exposicdo ao temephos na
linhagem resistente (RecR) diminuiu significativamente o numero de cépias de mRNA

detectado para o gene GSTEZ2, caindo em torno de 19 vezes ap0s a exposi¢cdo ao temephos.

Figura 19- Expressao relativa do gene GSTE2 nas linhagens de Aedes aegypti RecLab e RecR antes e ap0s
exposicéo ao temephos.
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Fonte: Dados do autor
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7 DISCUSSAO

Neste trabalho, foram estudadas as atividades de GSTs totais e da GSTE2 de duas
linhagens de Ae. aegypti que apresentam diferentes perfis de susceptibilidade ao temephos.
Inicialmente foi avaliada a atividade enzimatica das larvas de RecLab e RecR utilizando os
substratos CDNB, considerado o padrdo para os ensaios bioquimicos e 0 4-HNE. Além disso,
verificou-se a capacidade das GSTs totais em metabolizar esse aldeido oriundo de estresse
oxidativo.

Os resultados dos ensaios bioquimicos com o CDNB revelaram que todos 0s
individuos da linhagem susceptivel (RecL), apresentaram atividade normal para as GST
totais, ja para a resistente, mais de 30% dos individuos apresentaram atividade modificada.
Esses dados mostram o envolvimento claro destas enzimas no mecanismo metabolico de
resisténcia ao temephos desenvolvido nesta linhagem. De fato, Melo Santos et al. (2010)
quando caracterizaram o processo de selecdo da linhagem RecR mostraram que h& uma
alteracdo na atividade de GSTs totais em torno de 90% dos individuos na fase de larva.

Adicionalmente avaliamos o efeito da exposi¢cdo ao temephos sobre a atividade destas
enzimas. Isto € um grande diferencial deste trabalho, pois na maioria das vezes, os trabalhos
comparam apenas linhagens resistentes e susceptiveis ao inseticida, ou exposto e ndo exposto
aos compostos. Neste trabalho verificamos que a exposicdo ao inseticida ndo afetou o nivel de
de atividade das GSTs totais quando avaliadas contra o CDNB, nem na sucseptivel nem na
resistente. Estes resultados confirmam que este substrato € genérico e nao detecta respostas de
estresse oxidativo, provocado pela exposicdo ao agente oxidante. O estudo de Poupardin et al
(2008), em larvas de Ae. aeygpti submetidas a doses subletais de alguns inseticidas nédo
alteraram a atividade das GSTs. De acordo com esses pesquisadores, 0s inseticidas nem
sempre sdo o principal indutor de enzimas responsaveis por sua metabolizacdo, muitas vezes
outros xenobidticos estdo presentes na agua onde as larvas de mosquitos se desenvolvem e
podem favorecer a tolerancia para os inseticidas (RIAZ et al., 2009).

Com relagdo ao 4-HNE verificamos que houve a metabolizagéo deste composto pelas
GSTs totais das duas linhagens estudadas. A familia das GSTs é conhecida por catalisar a
conjugacdo do GSH com xenobioticos, incluindo o 4-HNE (HAYES et al., 2005). Os testes
enzimaticos com o 4-HNE em RecLab e RecR demonstraram que as duas linhagens
apresentaram um perfil enzimético alterado e muito alterado em relagdo & linhagem

Rockefeller, respectivamente. Estes dados sugerem que a linhagem Rockefeller pode ter
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sofrido uma grande perda na atividade destas enzimas, provavelmente em decorréncia do
tempo de colonizacdo em laboratério (mais de 60 anos) em comparagdo a linhagem
susceptivel RecL (em torno de 10 anos) e a RecR (cerca de 5 anos). Vale destacar que o
numero de individuos apresentando alteracao foi maior na linhagem resistente.

Para a condicdo de exposicdo ao temephos foi observado um aumento no nimero de
individuos com atividade modificada nas duas linhagens (RecL e RecR). Esses dados
reforcam o papel do 4-HNE como um marcador de estresse oxidativo, estudos mostram o
envolvimento desse fenbmeno como um possivel fator na toxicidade dos organofosforados
(BANERJEE et al.,, 2001; BEBE; PANEMANGALORE, 2005; EL-SHARKAWY et al.,
1994;).

A maioria das pesquisas com esse aldeido aff insaturado € realizada em mamiferos.
Nesses animais a GSTa 4 é considerada a principal rota para a conjugacdo de 4-HNE e GSH
(ZHAO et al., 1999; HOU et al., 2007; HUBTSCH et al., 1998), porém em Drosophila
melanogaster ja foram registrados que seis GSTs da classe Delta apresentam significativa
atividade para conjugacdo do 4-HNE (SAWICKI et al., 2003). Em Anopheles cracens a
GSTE3-3 exibe uma alta atividade para o 4-HNE, os residuos Tyr 153 e Thr 190 estdo
relacionados com interacdo entre 4-HNE/GST, mecanismo similar ao encontrado em
mamiferos, esses residuos se apresentam conservados na classe Epsilon (WONGRAKUL et
al., 2009). Em todos os estudos examinados hd uma clara conexdo entre as GSTs e 0s
processos de estresse oxidativo.

Uma importante questdo levantada € que existem registros do metabolismo do 4-HNE
pelas GSTs e que existe aumento da atividade destas enzimas em linhagens resistentes a
inseticidas quimicos, entretanto ndo estd claro se a resisténcia ao inseticida ocorre devida a
capacidade das GSTs interagirem diretamente com o xenobiotico, através da sua conjugacéo
com a GSH, ou se é em decorréncia de sua capacidade de metabolizar os agentes toxicos que
surgem apos a exposicao ao agente tdxico, como por exemplo o 4-HNE. Recentemente, um
trabalho demonstrou que em uma linhagem resistente ao temephos havia a superexpresséo de
GSTs especificas, principalmente da classe Epsilon. Porém, ap0s a utilizacdo de um composto
inibidor de GST a linhagem continuou resistente, sugerindo que talvez as GSTESs ndo estejam
envolvidas na detoxificagcdo primaria e sim na conjugacdo com 0s metabolitos secundarios
(SAAVEDRA-RODRIGUES et al.,, 2014). De fato, nossos resultados corroboram esta

hipétese.
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No trabalho de Wu et al (2011), com Oxya chinensis foi observado a correlacdo entre a
exposicdo ao malathion e o clorpirifos com o aumento de MDA (Malonadeido), composto
oriundo da peroxidacao de acidos graxos poli-insaturados presentes nas membranas celulares
dos seres vivos. Além disso, eles também observaram um aumento na atividade das GSTs em
decorréncia da exposi¢cdo ao malathion, corroborando com os nossos resultados.

No presente trabalho detectamos alteracdo na atividade de GSTs mesmo na linhagem
susceptivel ndo exposta. Isso comprova que o 4-HNE estd presente em pequenas
concentracdes em resposta a situacGes normais de estresse na célula. De fato, existem indicios
de que o 4-HNE em baixas concentra¢cbes funciona como uma molécula endogena
sinalizadora, induzindo mecanismos de protecdo atraves da regulacdo de outros mecanismos
(ZHANG et al., 2007; COHEN et al., 2011). Entretanto, quando em altas concentra¢fes torna-
se letal para a célula e precisa ser metabolizado e excretado. Desta forma, estabelecer a
quantidade que € normal no meio intracelular e aquela em que torna-se toxico para a célula é
fundamental para que seja possivel sua utilizacdo em testes de diagndstico da resisténcia. Para
tanto, novos estudos devem ser realizados que visem a quantificacdo desta molécula em
diferentes condicdes.

Os resultados da avaliacdo da expressdo génica mostraram que ha uma superexpressao
da GSTE2 na linhagem resistente em relacdo a linhagem susceptivel, em torno de 19X. Mais
uma vez confirmando os resultados obtidos por Strode et al. (2012). Porém, apds a exposicao
ao temephos, o nimero de copias do RNAm deste gene caiu consideravelmente. Uma possivel
explicacdo para isso seria a urgente necessidade da célula em traduzir estes mMRNA para que a
proteina pudesse atuar no metabolismo do 4-HNE, resultante da exposi¢do. Isto devera ser
comprovado através de experimentos futuros quantificando a concentracdo desta molécula no
meio e quantificando também a proteina GSTE2 e ndo somente 0 RNAm, antes e depois da
exposicao.

A anélise das sequiéncias dos cDNAs de GSTE2 para as duas linhagens (RecR e RecL)
revelou a presenca de polimorfismos que diferenciam as duas sequéncias. O papel destes
polimorfismos na capacidade metabdlica da GSTE2 devera ser investigado com mais
detalhes. Recentemente, Riveron et al (2014) observou em populagOes africanas de
Anopheles funestus resistente ao DDT que a simples mudanca de aminoacido F119L na
GSTE2 confere um alto nivel de resisténcia metabdlica ao DDT. Inicialmente eles fizeram
microarranjo com 0s possiveis genes relacionados com a metabolizacdo de DDT e o0 gene

mais expresso foi a GSTEZ2, resultado confirmado pela gRT-PCR. O nivel de expressdo desse
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gene foi 69x maior na populagdo resistente Benin. A expressdo transgénica da GSTE2 em
Drosophila melanogaster demonstrou que esse gene sozinho confere resisténcia ao DDT e
resisténcia cruzada com piretréides. Os autores correlacionaram a presenca da mutacdo com a
eficiéncia na metabolizacdo do inseticida. Esse € o primeiro marcador de resisténcia
metabdlica a base de DNA em mosquitos, que fornece uma ferramenta essencial para
acompanhar a evolugdo da resisténcia e para projetar 0 manejo da resisténcia adequada em
populacdes de mosquito.

Na linhagem RecR, as cinco substituices de aminoacidos L111S, C115F, 1150V,
E178A e A198E foram encontradas também na GSTE2 da linhagem de Ae. aegypti resistente
ao DDT e aos piretroides, denominada PMD-R oriunda da Tailandia (LUMJUAN et al.,
2011). Para confirmar se esses alelos foram adquiridos em laboratorio ou proveniente de
campo, sequenciamos 10 individuos de Araripina, local de origem da linhagem resistente e
todos eles apresentaram as mesmas substituicdes de aminoécidos.

Segundo Lumjuan et al. (2011) as trés ultimas sdo semi conservativas e provavelmente
ndo interferem na atividade catalitica da enzima. Porém, os residuos 111 e 115 fazem parte de
um possivel local de ligacdo ao DDT (WUANG et al., 2008). Por motivos operacionais nao
conseguimos caracterizar bioquimicamente a GSTE2 de RecLab e RecR para ver se had uma
diferenca nas propriedades cataliticas entre as duas linhagens, mas sugerimos que a atividade
metabdlica entre elas seja diferente. Porém outros experimentos precisam ser realizados.

Para sumarizar, as GSTs desempenham um importante papel na metabolizacdo de
inseticidas. A atividade enzimatica e a expressao de alguns genes sdo significativamente
elevadas em linhagens resistentes a diferentes inseticidas (YU et al., 2008). No nosso estudo
observamos que a expressao relativa da GSTE2 foi muito maior em RecR, esses dados
corroboram com Ding et al. (2003), eles demonstram em Anopheles gambiae o alto nivel de
expressao de todos os membros da classe Epsilon e a GSTE2 se sobressaiu em relacdo as
outras, 0 mesmo foi visto por Lumjuan et al., (2011) em linhagens de Ae. aegypti.

Adicionalmente analisamos a mesma linhagem sobre duas condi¢fes e 0 grupo nao
exposto de RecR apresentou um maior nivel de expressdo da GSTEZ2, segundo Wu et al.
(2011) altas concentracgdes de inseticidas podem diminuir a expressdo de GSTs. Neste caso
acreditamos que houve uma diminuicdo do numero de copias do mMRNA em decorréncia da
necessidade de producdo da proteina. Todos estes resultados somados aos descritos na
literatura sugerem que a GSTE2 é um bom alvo para desenvolver métodos de diagndstico da

resisténcia e também para o desenvolvimento de novos inseticidas, como por exemplo,
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inibidores destas enzimas de detoxificacdo. Os polimorfismos encontrados entre as linhagens
resistente e susceptivel fornecem informacdes valiosas para se compreender melhor o modo

de interacdo entre a enzima, seus substratos especificos e a GSH.
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8 CONCLUSOES

a)As GSTs totais em linhagens de Aedes aegypti com diferentes perfis de susceptibilidade ao

temephos sao capazes de metabolizar o 4-HNE;

b) A exposicao ao temephos leva a formacgéo do 4-HNE;

¢) Ha algum mecanismo de regulacdo da expressdo da GSTE2 na linhagem RecR responsavel
por superexpressar esta proteina que estd implicada no mecanismo de resisténcia metabdlica

ao temephos;

d)As sequéncias nucleotidicas do gene GSTE2 sao diferentes entre as linhagens resistente e

susceptivel, o que podera afetar suas capacidades metabdlicas;

e) Nossos dados sugerem que ha uma ligacao entre a capacidade de GSTs em metabolizar o 4-

HNE e a resisténcia ao temephos.
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