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ANALISE DAS ESTERASES DURANTE AS FASES DO
DESENVOLVIMENTO EM Sitophilus oryzae (COLEOPTERA:
CURCULIONIDAE) E SUA RELACAO COM A RESISTENCIA AO
INSETICIDA MALATHION
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RESUMO

Sitophilus oryzae é considerado uma das pragas mais importantes, por ter alto potencial de infestacdo em gréos armazenados
e notavel desenvolvimento de resisténcia a compostos quimicos. Um dos principais mecanismos de resisténcia deste inseto
tem sido atribuido por enzimas esterasicas. O objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar as esterases presentes nas
fases de desenvolvimento do S. oryzae e verificar as alteracdes na atividade desta enzima em insetos expostos ao inseticida
malathion. Para tanto, utilizou-se de uma pesquisa descritiva de carater exploratério. Para a obtengdo dos dados utilizou-se da
técnica de eletroforese de poliacrilamida a 11% de concentracdo em um sistema descontinuo. Foram observadas 19 bandas e
sete locos génicos, sendo seis deles polimoérficos e um (Est-6) monomorfica. As EST-1 e EST-3 foram classificadas como
acetilesterases e as EST-2, EST-4 e EST-5 colinesterases. A EST-1 foi visualizada apenas nas fases de larva e adulto. As
esterases alteradas dos insetos expostos foram as acetilesterases EST-1 e 3 e as colinesterases EST-2 e 5. Os resultados
demonstram que as esterases alteradas pode estar relacionada a resisténcia observada nestes insetos e a EST-1 exclusiva na
fase larval e adulto, pode estar envolvida a produg¢éo do hormdnio juvenil.

Palavras-chave: gorgulho do arroz; enzimas; resisténcia a insetisi@ organofosforado.

ESTERASE ANALYSIS DURING THE DEVELOPMENT STAGES OF Sitophilus oryzae (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE)
AND ITS RELATION TO RESISTANCE TO MALATHION INSECTI CIDE

ABSTRACT

The Sitophilus oryzae is considered one of the major pests due to its high potential of infestation in stored grains and its
resistance to chemicals. One of the main mechanisms of insect resistance has been attributed to esterase enzyme. This study
aimed to identify and characterize esterases present in the developmental stages of S. oryzae and verify changes in the activity
of this enzyme in insects exposed to malathion insecticide. Thus, a descriptive and exploratory approach was applied. Data
were obtained by the technique of electrophoresis in 11% polyacrylamide gel in a batch system. Were observed 19 bands and
seven loci, six of them polymorphic and a (Est-6) monomorphic. EST-1 and EST-3 were classified as acetylesterase and EST-
2, EST-4 and EST-5 as cholinesterases. The EST-1 was seen only in larval and adult phases. Altered esterases of exposed
insects were acetylesterase EST-1 and EST-3 and cholinesterase EST-2 e EST-5. Results show that esterase may be related
to resistance observed in these insects and EST-1 exclusively in the larval and adult phases may be involved in the production
of juvenile hormone.

Keywords: rice weevil; esterase enzymes; insecticide resistance and organophosphate.

a gréos de arroz, cevada, milho, trigo, sorgo e
EE em cereais processados como 0 macarrao (2). A
acao continua do inseto sobre os graos
armazenados resulta no aumento da umidade e
temperatura favorecendo a disseminagdo de
fungos, reducdo severa de massa e,
consequentemente, a deterioracdo dos produtos
infestados, reduzindo tanto seu valor nutricional
guanto o seu valor comercial (3).

A producdo em grande escala de gréos
necessita de armazenamento e esta é uma das
condicbes propicias para a infestacdo por
pragas. No Brasil, os gorgulhos sao
considerados as pragas mais importantes de
grdos armazenados, por apresentarem alto
potencial bidtico, infestacdo cruzada, capacidade
de penetracdo nas massas de grdos, elevado
namero de hospedeiros e também pelo fato de
que tanto suas larvas como os adultos danificam
os graos (1).

Falhas no controle da propagacéo
populacional dos insetos-pragas sao evidentes
guando observado o desenvolvimento da
resisténcia destes aos diferentes compostos
quimicos que sdo utilizados para sua
erradicacdo (4). Em geral, os mecanismos de
resisténcia de insetos a inseticidas se deve a

O inseto Sitophilus oryzae (L.
(Coleoptera: Curculionidae), tem causado danos
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trés fatores: 1) reducdo da penetracdo do
inseticida na cuticula do inseto; 2) reducao da
sensibilidade no sitio de acéo do inseticida pelo
sistema nervoso e 3) detoxificacdo ou
metabolizag&o do inseticida por enzimas (5,6).

A metabolizacdo ou detoxificagdo €
provavelmente o mecanismo de resisténcia de
insetos a inseticidas mais estudados. Este
mecanismo permite ao inseto modificar ou
detoxificar o inseticida a uma taxa suficiente o
bastante para prevenir a acédo no sitio alvo (7).

Em uma grande variedade de insetos, a
atividade elevada das esterases tem sido
reportada como o principal mecanismo de
resisténcia aos inseticidas organofosforados (7).
Esta atividade ¢é resultante de uma
superproducao de esterases nao especificas, as
quais capturam a molécula do inseticida antes

que a mesma alcance seu alvo: a
acetilcolinesterase (8).
O envolvimento de enzimas nos

processos de resisténcia em insetos pragas tem
sido investigado continuamente. Recentemente
Lépez et al. (9), realizaram um estudo da
selecdo da tolerancia de trés insetos pragas
(Sitophilus oryzae, Rhyzopertha Dominica e
Cryptolestes pusillus) a oito monoterpenodides
(linalool, camphor, y- terpinene, S- carvone,
geraniol, estragole, E- anethole, e fenchone). Os
autores observaram que S. oryzae foi o inseto
praga que apresentou maior toleréncia a linalool,
S- carvone e estragole, obtendo uma alta
atividade de esterases. O comportamento do
gene de esterases e seu papel na resisténcia
(themephos) foi também analisado em Aedes
aegypti, dos cinco loci para a e B-esterases e
onze alelos detectados, observaram uma alta
atividade esterasica no loci 1, sendo obtido a
maior superexpressdo das esterases na
linhagem Recife- resistente na qual, segundo o
autor possivelmente pode ser a responsavel pela
resisténcia (10).

As esterases abrangem um conjunto
amplo de enzimas que desempenham funcgdes

diversificadas em um  organismo, sao
diferenciadas em  quatro classes, as
carboxilesterases (EC 3.1.1.1), as

acetilesterases (EC 3.1.1.6), as arilesterases
(EC 3.1.1.2) e as colinesterases que sao
classificadas em  duas subclasses, a
acetilcolinesterase (EC 3.1.1.7) e
pseudocolinesterase (EC 3.1.1.8). A definicdo de
cada classe é baseada na especificidade ao

N

substrato e quanto a sensibilidade a diferentes
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tipos de inibidores da atividade enzimatica
(incluindo os reagentes sulfidricos, os
organofosforados e carbamatos) (11).

Nos insetos podem ser distinguidos dois
grupos de esterases, com base na analise do
substrato hidrolisado in vitro: o grupo das a-
esterases e 0 grupo das p-esterases. Estas
hidrolisam substratos como a-naftil acetato e (3-
naftil acetato, respectivamente. O grupo das a-
esterases inclui carboxilesterases,
colinesterases e acetilesterases, e o das [3-
esterases inclui apenas caboxilesterases e
colinesterases (11).

Levando em consideragdo que cada
organismo  possui seu préprio padrdo
eletroforético de enzimas, e este pode mudar
durante o desenvolvimento, o0 estudo
isoenzimatico permite determinar a acdo génica
diferencial e o momento em que um gene
especifico entra em atividade na sintese da
enzima correspondente (12). Assim, o objetivo
deste trabalho foi identificar e caracterizar as
esterases presentes nas fases de larva, pupa e
adulto de S. oryzae e verificar as alteracdes na
atividade das esterases deste inseto quando
expostos ao inseticida  organofosforado
malathion.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho trata-se de uma pesquisa
de carater exploratério.

Os insetos foram criados em recipientes
de vidro com aproximadamente 14 cm de altura
e 27 cm de didmetro, contendo como dietas
alimentares o grdo de trigo e macarrdo. Foram
mantidos em laboratério a uma temperatura
constante de 30° + 2° C e fotoperiodo de 12
horas. Os bioensaios para o estudo da
sensibilidade ao malathion foram realizados em
recipientes de cultura contendo 50 g de gréo de
trigo e diferentes concentracdes de malathion
adicionado a acetona como solvente. Para cada
concentracdo de malathion testada (1,0 X 10°
mL/g, 1,5 x 10° mL e 2,0 x 10° mL/g), foi
preparada uma cultura controle contendo
apenas acetona. Foram realizadas X repeticbes
para cada concentracdo testada. No meio de
cada bioensaio foram colocados 25 insetos, que
permaneceram por 24 horas. Apos esse periodo
0s insetos sobreviventes foram separados para
andlise eletroforética das esterases.

A técnica de eletroforese foi realizada
em gel vertical de poliacrilamida em um sistema
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descontinuo. Para tanto, foram utilizados géis de
resolucdo a 10% de concentracdo (acrilamida e
bisacrilamida) acompanhados de géis de
empilhamento a 4% de concentragéao.

As  amostras  foram maceradas
individualmente a 0°C em 30 uL (Tris-HCI 0,1 M
pH 8,8 e glicerol a 10%). Ap0s a maceracao, as
amostras foram centrifugadas por 15 minutos
em centrifuga previamente refrigerada e um
volume de 10 pL do sobrenadante de cada
amostra foi aplicada no gel.

Os géis foram submetidos a eletroforese
por 5 horas, a uma voltagem constante de 200
V, utilizando-se para o preenchimento dos
compartimentos superiores e inferiores da cuba,
o tampéo Tris-glicina 0,1 M pH 8,3.

Para a identificacdo das esterases o0s
géis foram pré-incubados em 50 mL de tampao
fosfato (0,1 M pH 6,2). Apés 30 minutos o
tampdo foi retirado e adicionado a solucdo de
coloragédo (50 mL de tampéo fosfato 0,1 M pH
6,2; 5 mL de n-propanol, 0,06 g do corante Fast
Blue RR Salt e os substratos a-naftil acetato e (3-
naftil acetato 0,02 g e 0,03 g, respectivamente e
previamente solubilizados em 1 mL de acetona).
Ap6s cerca de uma hora de incubacdo no
escuro a temperatura ambiente, as esterases
foram visualizadas nos géis indicando a
presenca de a e (-esterases.

Ja para o teste com inibidores, foram
feitos simultaneamente, géis tratados e géis
controle contendo as mesmas amostras. Foram

utilizados como inibidores o] para-
cloromercuriobenzoato (pCMB) um reagente
sulfidrico na concentracdo 0,1 mM, o
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organofosforado malathion nas concentracbes
ImM e 1,6 mM do carbarii um reagente
carbamato. Os inibidores malathion 500-CE e
carbaril foram obtidos da Industria Quimica Dipil
e Quimica Ltda, respectivamente. O inibidor
para-cloromercuriobenzoato (pCMB) foi obtido
da Sigma Chemical Co. Os géis foram pré-
incubados e corados na presenca dos inibidores,
sendo estes dissolvidos diretamente no tampéo
fosfato 0,1 M pH 6,2.

RESULTADOS |

A analise eletroforética revelou a
presenca de 19 bandas e sete locos génicos
distribuidas nas quatro fases de
desenvolvimento (larva, pupa, imago e adulto)
do inseto praga Sitophilus oryzae. As esterases
foram denominadas como EST-1 a EST-7 e
estdo mostradas na figura 1.

As diferentes fases do desenvolvimento
foram caracterizadas e comparadas quanto ao
padrao de esterases. Somente a EST-1, foi
visualizada apenas nas fases de larva e adulto.
As demais esterases apareceram em todas as
fases do desenvolvimento analisadas (Figura 1).
A analise dos padrbes de esterases nos imagos
mostrou que apesar da presenca de todas as
enzimas, exceto a EST-1, todas as bandas
apresentaram-se pouco coradas. Dentre os sete
locos esterasicos identificados, seis foram
considerados polimorficos, sendo detectados até
quatro alelos e apenas a Est-4 foi considerado
monomorfico.

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

“. - -

Figura 1. Padrdo das esterases ao longo do desenvolvimento do inseto- praga Sitophilus oryzae. Amostras;
1ao 7 larvas, 8 ao 14 pupas, 15 e 16 adultos e do 17 ao 20 imagos.
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O comportamento das esterases na
presenca dos substratos a e B-naftil acetato,
permitiu a identificacdo de a-esterases, [3-
esterases e af-esterases. As (-esterases séo
enzimas que hidrolisam o substrato B-naftil
acetato e apresentam uma coloragdo
vermelha. Inclui-se no grupo das [-esterases a
EST-3 que foi considerada (-especifica por
ndo ter a capacidade de hidrolisar o a-naftil
acetato mesmo quando ausente o [-naftil
acetato. As enzimas consideradas do grupo
das a-esterases, que hidrolisam o a-naftil

€

acetato e coram-se de preto, foram a EST-2,
EST-4 e EST-6. A EST-2 foi considerada a-
especifica por hidrolisar apenas o a- naftil
acetato; ja a EST-6 pode hidrolisar com o -
naftil acetato na auséncia do a-naftil acetato,
sendo, portanto, considerada a-preferencial.
As EST-1, EST-5 e EST-7 foram consideradas
ap- esterases por hidrolisarem tanto o a- naftil
acetato como o (- naftil acetato, estando eles
juntos como nas condicdes usuais ou
separados (Tabelal).

Tabela 1. Classificagéo das esterases de Sitophilus oryzae, quanto afinidade pelos substratos e a presenga ao longo do

desenvolvimento.
Esterases Alelos Grupos Fase do
desenvolvimento

EST-7 17,18,19 afp L,P,leA
EST-6 13,14,15,16 ap L,P,leA
EST-5 11,12 afp L,P,leA
EST-4 10 NT L,P,leA
EST-3 7,8,9 Be L,P,leA
EST-2 5,6 ae L, P, leA
EST-1 12,34 af LeA

L- larvas, P- pupas, |- imago, A- adultos, NT néo testado, ae, a- especifica; Be, B- especifica; ap- preferencial; ap a-

preferencial.

Para melhor caracterizacdo das
esterases, estas foram submetidas a
diferentes inibidores da atividade enzimatica.
Os géis tratados com o malathion, inibidor de
carboxilesterases e colinesterases, inibiu
completamente a atividade da EST-5,
parcialmente a EST-6 e EST-2. O tratamento
dos géis com o pCMB, inibidor de
arilesterases, mostrou uma parcial inibicao na
EST-5 e uma leve inibicho na EST-6. O
tratamento dos géis com o carbaril, composto
que inibe seletivamente as colinesterases,
permitiu verificar a inibicdo completa da EST-5

e EST-4 e uma leve inibicdo na EST-2 (Tabela
2).

Com base na sensibilidade as
diferentes classes de inibidores, as esterases
EST-1 e EST-3 foram classificadas como
acetilcolinesterases por ndo terem sido
inibidas por nenhum dos compostos utilizados,
a EST-2, EST-4 e EST-5 como colinesterases
0s quais foram inibidas pelo malathion e pelo
carbari, A EST-6 ndo se enquadrou nos
critérios de classificagdo (Tabela 2).

Tabela 2. Classificagio e alteragdo das esterases dos insetos adultos, através do tratamento com Inibidores.

Classificacéo Esterase Malathion pCMB Carbaril

* EST-7 NT NT NT

* EST-6 ++ + ad
Colinesterase EST-5 +++ ++ +++
Colinesterase EST-4 NT O +++
Acetilesterase EST-3 O O O
Colinesterase EST-2 ++ O +
Acetilesterase EST-1 O O 0

'pCMB ( acido para - cloromerctriobenzoato). Grau de inibicdo: O sem inibicdo; + leve inibico; ++ parcialmente inibida; +++
completamente inibida; * enzimas que ndo se enquadraram no critério de classificacdo de Holmer & Master.
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A alteracdo das esterases dos insetos
expostos as diferentes concentracbes do
inseticida malathion, apresentados na tabela 3,
demonstra que a concentracdo de 1,5 x 107
mL/g foi o valor, no qual ocorre inibicdo na
maioria das esterases detectadas. As EST-2 e

EST-5 foram as Unicas completamente
inibidas nas concentracdes de 1,5 x 10 mL/g
e 1,0 x 10° mL/g respectivamente, sendo que
a alteracdo da EST-5 foi observada em todas
as concentragfes testadas, enquanto que uma
leve inibicdo foi detectada nas EST-1 e EST-3.

Tabela 3. Alteragéo das esterases de Sitophilus oryzae expostos as diferentes concentragdes do inseticida Malathion

Concentracgfes

Esterases alteradas 1,0 X 10 " mL/g

1,5 x10 ° mL/g 2,0 x 10 ° mL/g

EST-1

EST-2

EST-3

EST-4

EST-5 +++
EST-6

EST-7 *

+ +
+++ _
+ —
*

++ ++

*

*

Graus de Inibicdo: ++ inibic&o parcial, +++ inibi¢&o total, — auséncia de inibi¢&o.

DISCUSSAO |

A existéncia de um namero grande de
genes para 0 sistema isoenzimatico em
esterases tem sido verificada em varias
espécies de insetos. Por exemplo, em
Megaselia scalaris, foram detectadas em
quatro linhagens, 45 bandas esterasicas
determinadas por 20 locos génicos (13). Em
Tribolium castaneum, Gigliolli et al.(14)
utilizando eletroforese em gel de poliacrilamida
identificaram 19 bandas esterasicas nos
estagios de larva, pupa e adulto, as quais
foram atribuidas a presenca de pelo menos 11
locos génico. A técnica empregada no
presente trabalho permitiu a observacdo de 19
bandas nas diferentes fases do
desenvolvimento e pelo menos sete locos
génicos para esterases em S. oryzae. No
estudo de Pintureau et al. (15) para trés
diferentes espécies de Sitophilus (S. oryzae, S.
zeamais e S. granarius) adultos, coletados de
diferentes regides geograficas, atribui-se
apenas quatro locos esterasicos.

A presenga ou auséncia de
determinada enzima em certa fase do
desenvolvimento indica a atuacdo de
mecanismos reguladores que permitem que o
gene correspondente se expresse ou nao,
desempenhando papel especifico de acordo
com a fase do desenvolvimento. No caso dos
insetos holometabolos (assim como os
Sitophilus), onde a transicdo de um estagio
para o outro esté sob controle hormonal, pode-

se sugerir uma relagdo entre esterases
estagioespecificas e metamorfose. Esterases
associadas aos niveis de horménio juvenil
foram propostas por diversos autores (16, 21).

Em Apis mellifera os titulos de
hormdnios diferiram consideravelmente
durante o seu desenvolvimento. Foi verificado
que o pico da expressao do gene da esterase
do horménio juvenil (EHJ) esteve presente nos
estagios que antecederam a metamorfose no
final dos periodos de pupa e adulto e apds
este periodo ocorreu uma diminuicdo da
expressdo do gene em pré-pupas e pupas
jovens (22). Em Sitophilus oryzae foi verificada
a auséncia da EST-1 em estagios do
desenvolvimento de imagos e pupas e a
presenca em adultos e larva.

A presenca da EST-1 somente em
larvas e adultos pode ser explicada pela
provavel relacdo das esterases nos processos
de regulacao dos niveis do hormonio juvenil. A
producéo deste horménio é estimulada durante
0 estagio larval, inibido durante o periodo de
transicdo para a idade adulta, e reativada apés
0 adulto estar pronto para a reproducao.

A variabilidade genética identificada
pelos seis locos polimérficos detectados e
apenas um monomorfico a Est-4, de algum
modo pode estar envolvida nos processos de
resisténcia deste inseto, jA que a maioria dos
locos polimérficos respondeu a acdo do
inseticida malathion. A frequéncia dos alelos
desses locos pode depender da influéncia de
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fatores externos, como por exemplo, a
temperatura ou pode estar relacionada ao
processo de sele¢do natural (11, 23).

Segundo os critérios de Holmes &
Master (24) quando as esterases foram
submetidas a trés classes de inibidores
(organofosforados, reagentes sulfidrilicos, e
carbamatos) foi possivel classifica-las, em
colinesterases e acetilesterases, sendo,
portanto, a EST-2, EST-4 e EST-5
colinesterases e a EST-1 e EST-3 como
acetilesterases. Utilizando critérios similares,
em Drosophila melanogaster foram
identificadas 22 esterases, sendo 10
carboxilesterases, seis colinesterases e trés
acetilesterases (25). Em Aedes aegypti, das 23
bandas esterasicas presentes, seis foram
classificadas como carboxilesterases e trés
como colinesterases (26). Em Tribolium
castaneum foram classificados cinco
esterases, (EST-1, 2, 3, 4 e 9), como
colinesterases e uma (EST-5) como
carboxilesterase (14) e enquanto que em
Oryzaephilus mercator duas acetilesterases,
duas carboxilesterases e trés colinesterases
foram detectadas (27).

Quanto ao comportamento das
esterases em S. oryzae expostos ao
malathion, verificou-se que das sete esterases
presentes, ocorreu a alteracdo em quatro
delas, duas delas, as colinesterases alteradas
(EST-2 e 5), pode estar envolvida no
mecanismo de resisténcia dos insetos
avaliados submetidos ao inseticida malathion,
uma vez que as enzimas do tipo colinesterases
sdo enzimas alvo para o ataque de pesticidas
(28), estes compostos agem no sistema
nervoso central do inseto, inibindo as enzimas
colinesterases. Porém em alguns casos pode
ocorrer alteracdes reduzindo a sensibilidade de
acetilcolinesterase (AChE) as substancias
inibidoras da sua acéo, conferindo resisténcia
aos inseticidas organofosforados e
carbamatos (29). Mutero et al. (30) mostraram
os efeitos combinados de muta¢gbes no gene
responsavel pela codificacdo da AChE
acarretando o desenvolvimento de resisténcia
a inseticidas organofosforados em Drosophila
melanogaster , o mesmo acontecendo em
Aedes aegypti (31). No caso do afidio
Nasonovia ribisnigri, ocorreu resisténcia a
inseticidas do grupo dos carbamatos pela
modificacao no sitio da AChE (32).

Desse modo, a  sensibilidade
observada em esterases de S. oryzae e em
diferentes classes de insetos é dependente da
intensidade e duracdo de exposicdo aos

L { €

inseticidas. Segundo Poly (33), sua
consequéncia sobre o genoma do organismo
pode ser manifestada em curto prazo por meio
do aumento ou diminuicdo na quantidade e na
atividade de enzimas, ou em longo prazo
resultar no efeito de selecdo e alteracdo das
frequéncias alélicas.

Portanto, o conhecimento genético e
bioquimico da resisténcia é fundamental para
a elaboracdo de estratégias de manejo que
visam a prevenir, retardar ou reverter a
evolucdo desses mecanismos de resisténcia
aos inseticidas (34). Assim, visando o papel
das esterases nestes mecanismos de
resisténcia o estudo com outros tipos de
inseticidas, nos mostrara ferramentas para
alcancar tais estratégias, uma vez que o alto
potencial de infestacéo em gréos
armazenados e notavel desenvolvimento de
resisténcia a diferentes compostos quimicos
sdo detectados frequentemente em insetos-
pragas, gerando grandes prejuizos
econdmicos aos produtores e comerciantes.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos permitiram
concluir que dos sete locos génicos
esterasicos identificados em S. oryzae, seis
foram polimorficos. A alteracdo observada de
quatro locos esterasicos (EST-1, 3 e
especialmente as colinesterases EST-5 e 2),
dos insetos expostos ao inseticida malathion,
tem uma grande importancia no
desenvolvimento de resisténcia. A presenca
das esterases detectadas nas diferentes fases
de desenvolvimento, destacando a EST-1 que
esteve presente nas fases de larva e adulto,
pode revelar que esta enzima esteja envolvida
como uma intermediadora nos niveis do
horménio juvenil. Contudo, os resultados
obtidos no presente trabalho, indicam que as
esterases detectadas devem ainda ser alvo de
um estudo mais aprofundado antes que essas
hipéteses sejam confirmadas.
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