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“N3o existe um problema que nao ofereca uma
dadiva para vocé.

Vocé procura os problemas porque precisa das
dddivas por eles oferecidas.”

Richard Bach
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I. INTRODUCAO

E impossivel identificar, pela genética classica, se um gene existe e,
muito menos, estudar suas propriedades, a menos que alelos alternativos naquele
loco possam ser indentificados fenotipicamente. A maioria dos locos génicos
codificam proteinas ou enzimas. Assim, o estudo dessas macromoléculas possibilita
identificar, do total presente em uma amostra tomada ao acaso, qual fracdo é
geneticamente variavel, estimando-se a freqiiéncia de locos polimérficos.

Polimorfismo pode ser definido como a ocorréncia simultdnea de
formas fenotipicas multiplas de uma caracteristica, dentro ou entre populagdes,
atribuida a alelos diferentes de um Unico gene ou a homodlogos de um unico
cromossomo (Suzuki et al., 1981 apud Acquaah, 1992).

o] estud':a para se distinguir os polimorfismos de proteinas e enzimas,
dependeu do desenvolvimento de meios para a separagao e caracterizagao de
moléculas de proteinas ou enzimas, similares entre si. Um dos primeiros estudos
sobre o polimorfismo protéico e enzimatito, em dipteros, foi realizado por Hubby &
Lewontin (1966) e Lewontin & Hubby (1966) que estimaram em 30% a proporgao de
locos polimérficos em populagdes naturais dé Drosophila pseudoobscura, utilizando
a separagao por eletroforese em gel. Esta € a técnica mais comum para se
distinguir diferentes formas de uma isoenzima. Os extratos a serem analisados sao
colocados em um gel poroso, através do qual um potencial elétrico é aplicado. Se a
composi¢cao de aminoacidos de uma enzima varia e, se as variantes possuem
cargas elétricas diferentes, as enzimas irao diferir em carga liquida e se moverao em
velocidades diferentes, separando-se no gel. Suas posi¢cdes podem ser visualizadas
por coloragdes especificas, que incluem o uso de substratos fluorogénicos ou
substratos aliados a corantes. Neste. lltimo caso, o corante liga-se ao produto da
reagcao enzima-substrato, o que produz uma banda colorida. Diferentes gendtipos
sao, assim, identificados pelas variagdes de posicao das bandas enzimaticas no gel.

Nos ultimos 30 anos, a variabilidade genética, observada ao nivel das
enzimas, tem sido amplamente investigada em uma infinidade de organismos.
Markert e Moller (1959) foram os primeiros a introduzir a palavra isoenzima (ou
isozima) para descrever o fendmeno da existéncia de formas moleculares multiplas
de uma mesma enzima, sem enfatizar, entretanto, as causas genéticas deste
fendmeno.

Posteriormente, quando se reconheceu a natureza dessas formas
alternativas, tornou-se possivel definir isoenzimas em termos de sua origem
genética. Assim, de acordo com as recomendagdes da Comissdo de Nomenclatura
Bioquimica da International Union of Pure and Applied Chemistry and International
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Union of Biochemistry, IUPAC-IUB, 1977, isoenzimas sao definidas como "formas
moleculares multiplas de uma enzima que ocorrem dentro de uma Unica espécie
como resultado da presenga de mais de um gene estrutural". Essa multiplicidade
genética pode ser devida a presencga de locos génicos multiplos ou alelos multiplos.
Também estao incluidas nesta definicao genética de isoenzimas, as formas
multiplas de uma enzima que se originam por associagao de subunidades protéicas
que sao, elas préprias, produtos de genes estruturais distintos. Essas formas
isoenzimaticas sao denominadas de heteropolimeros ou isoenzimas hibridas.

Podemos citar como exemplos de isoenzimas determinadas por locos
génicos multiplos, as diferentes formas da aspartato aminotransferase e da malato
desidrogenase, que possuem localizagao intracelular citoplasmatica ou mitocondrial
e que sao codificadas por genes estruturais diferentes. Essas isoenzimas, também
chamadas de isoenzimas verdadeiras, geralmente apresentam diferengas maiores
nas suas propriedades bioquimicas e fisico-quimicas se comparadas as variantes
enzimaticas derivadas de um mesmo loco (Hopkinson, 1974). Possiveis explicagoes
evolutivas para o surgimento desse tipo de isoenzima baseiam-se na duplicacao
génica, seguida por mutagoes independentes nos locos separados, ou de genes
originalmente distintos que convergiram através de mutagdes sucessivas, resultando
em enzimas com fungdes cataliticas semelhantes (Moss, 1982).

Um exemplo classico de isoenzimas derivadas de alelos multiplos € o
das variantes alélicas (aleloenzimas) da glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PD),
uma enzima que atua no metabolismo da glicose nos eritrécitos. Os estudos
geneticos e bioquimicos da G-6-PD, em hemolisados humanos, permitiram
reconhecer cerca de 200 variantes genéticas dessa enzima. Em geral, para
isoenzimas originadas dessa forma, os alelos sao codominantes, sendo que um nao
domina ou mascara o produto do outro, com o qual esta pareado. Assim, enquanto
nos individuos homozigotos aparece o produto génico caracteristico de um alelo,
nos heterozigotos aparecem os produtos de quantos alelos distintos existirem para
este loco.

As isoenzimas originarias da associagao de subunidades protéicas,
também denominadas de heteropolimeros ou isoenzimas hibridas, consistem de
duas ou mais cadeias polipeptidicas unidas por ligagoes nao covalentes.
Geneticamente, essas isoenzimas correspondem as formas poliméricas hibridas,
formadas pela associagdao de cadeias polipeptidicas diferentes e codificadas por
genes distintos. Ha duas possibilidades para o aparecimento desses
heteropolimeros: sao formados nos individuos heterozigotos para um determinado
loco que seja responsavel pela sintese de uma enzima oligomérica, ou pela unidao
de cadeias polipeptidicas diferentes, originadas de genes estruturais nao alélicos.
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Podemos citar como exemplo classico de formagao dos
heteropolimeros, as formas intermediarias da lactato desidrogenases (LDH). No
homem e outras espécies de mamiferos até hoje estudadas, esta enzima é um
tetramero, codificada por dois genes estruturais distintos, localizados em
cromossomos diferentes. No homem, por exemplo, o loco LdhA (ou M= muscle) esta
localizado no cromossomo 11 e o LdhB (ou H= Heart) no cromossomo 12. Em
alguns tecidos, como o figado ou musculos esqueléticos, o loco LdhA é expresso
predominantemente, levando principalmente a produgao da forma isoenzimatica A4
(ou M4) da LDH. Em outros tecidos, como o musculo cardiaco, a expressao
diferencial é do loco LdhB o que leva a formagao da isoenzima By (ou Hy). Essas
sdo as formas homopoliméricas da LDH. Entretanto, em tecidos como pulmdes,
bago, rins, etc, os dois locos expressam-se em taxas equivalentes, levando &
formagdo, além das formas homoméricas ja citadas, de outras formas
isoenzimaticas, respectivamente designadas A3B, A,B, e AB3, que correspondem
aos heteropolimeros.

~ Como ja salientado, os heteropolimeros também podem se originar em
individuos heterozigotos para um determinado loco que codifique a sintese de uma
enzima oligomérica. Podemos citar como exemplo desse tipo de isoenzima, a forma
intermediaria da esterase-8 em Drosophila mulleri (EST-8 SF) observada nas
moscas heterozigotas, que corresponde ao dimero formado pela associagao de
subunidades codificadas pelos alelos EST-8S e EST-8F (Ceron, 1988).

O surgimento de "formas moleculares muiltiplas das enzimas", também
pode ser resultante de modificagdes pods-traducionais dessas macromoléculas.
Incluem-se neste caso as alteragbes que as enzimas podem sofrer apds sua
sintese, como a ligagao covalente de algum grupo (ex: glicosilagao, fosforilagao,
acetilagao), a formagao de agregados poliméricos ou ainda a modificagao, por

protedlise, dos precursores inativos das enzimas (zimogénios). Essas modificagdes

nao envolvem uma origem geneética e, formalmente, nao estao incluidas no conceito
inicial de isoenzimas. As formas multiplas das enzimas, originadas dessas
modificagcoes epigenéticas, foram denominadas de isoenzimas secundarias (Harris,
1969).

Entre as enzimas altamente variaveis, incluem-se as esterases
(hidrolases de ésteres carboxilicos - EC 3.1.1.1) que representam um grupo
heterogénio de enzimas amplamente distribuidas entre os seres vivos. Estas
enzimas hidrolisam preferencialmente ésteres de acidos carboxilicos. Entretanto,
podem atuar sobre outros substratos, como por exemplo, peptideos e amidas
(Walker & Mackness, 1983). Por essa razdao, embora a especificidade aos
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substratos possa ser limitada in vivo, as esterases sao capaze; de hidrolisar outros
substratos in vitro, sendo por isso chamadas de esterases nao especificas .

As esterases tém sido caracterizadas e purificadas em uma grande
variedade de organismos. Podemos citar, como exemplos, os trabalhos de Brisabois
& Goulett (1993) e Sekar & Hageman (1979) com bactérias, Lee et al. (1987) com
leveduras, Leibel (1988) com peixes, Higa et al. (1989) e Tsuita et al. (1988) com
ratos, Deimiling & Taylor (1987) e Deimiling & Wassmer (1991) com camundongo,
Lith et al. (1989) com coelho, Arav & Rimon (1987) com touro, Bradley et al. (1994)
com porquinho-da-Guiné, além de muitos outros. A variedade de substratos e o fato
de que nos experimentos para a detecgao dessas enzimas utilizam-se, via de regra,
substratos sintéticos, tém limitado o conhecimento do real papel fisioldgico
desempenhado pela grande maioria das esterases.

Estudos sobre a genética, bioquimica e estrutura molecular tém
contribuido para estabelecer a caracterizagdo das esterases. Aldrige (1953)
classificou essas enzimas em dois grupos, as A-esterases (esterases aromaticas ou
arilesterases, E. C. 3.1.1.2) e as B-esterases (esterases alifaticas ou aliesterases).
O autor baseou-se na atividade dessas enzimas na presenga do organofosforado E
600 (dietil-p-nitrofenil-fosfato ou paraoxon). Segundo ele, as A-esterases hidrolisam
preferencialmente os ésteres aromaticos, por exemplo o fenil acetato, ndo saoc
inibidas por organofosforados, podendo até hidroliséa-los e estdo presentes no
plasma de varios mamiferos. As B-esterases sao inibidas pelos organofosforados e
apresentam um residuo de serina em seus centros ativos, como salientado por
Junge (1984). As B-esterases podem ainda ser subdivididas em carboxilesterases e
colinesterases com base na inibigao destas ultimas por sulfato de eserina.

Uma classificagao posterior, também baseada no comportamento das
esterases em relagdo a diferentes inibidores e a especificidade aos substratos,
dividiu-as em quatro grupos: carboxilesterases, arilesterases, colinesterases e
acetilesterases (Heymann, 1980, apud Healy et al. 1991).

As carboxilesterases (EC 3.1.1.1) s&o inibidas por organofosforados,
mas nao pelo sulfato de eserina. Estas enzimas sdo amplamente distribuidas na
natureza. Atuam catalisando a hidrdlise de ésteres de acidos carboxilicos em acido
e alcool livres. Hidrolisam preferencialmente ésteres aromaticos de cadeia curta (de
3 a 6 carbonos), mas, também agem sobre amidas aromaticas, ésteres aromaticos
e tioésteres. Existem muitos estudos sobre esta classe enzimatica. As
carboxilesterases melhor conhecidas sdo as que ocorrem no figado de mamiferos,
inclusive do homem (Huang et al., 1994, Morgan et al., 1994). Essas enzimas
apresentam uma estrutura trimérica incomum com trés subunidades iguais de 60 kd
(kilodaltons), possuindo cada subunidade, um centro ativo. (Deimiling et al., 1984)
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Seu papel fisiolégico ainda é incerto, Heymann, (1980 op. cit) e Junge (1984)
atribuiram a esta classe, a fungdo de auxiliar no sistema de desintoxicagdo do
organismo, participando do metabolismo de ésteres ou amidas.

As arilesterases (EC 3.1.1.2) sao enzimas inibidas por reagentes
sulfidrilicos e cations metalicos bivalentes, como mercurio e chumbo. Localizam-se
principalmente no plasma de mamiferos, mas seu papel fisiolégico é desconhecido.
Presume-se que sejam produzidas no figado devido a sua baixa atividade em
pacientes com cirrose ou cachexia. Existem poucas informagées a respeito das
propriedades moleculares das arilesterases. O peso molecular da enzima humana
foi estimado em 240Kd. Sua purificagao mostrou que esta associada com particulas
lipoproteicas de alta densidade do soro, sugerindo que estas enzimas estejam
provavelmente envolvidas no metabolismo de lipidios.

. As colinesterases sao inibidas por organofosforados e pelo sulfato de
eserina. Esta ultima caracteristica permite a separagao entre as carboxilesterases e
colinesterases. As colinesterases podem ser separadas em acetilcolinesterases (EC
3.1.1.7), encontradas na maioria do invertebrados e vertebrados, com funcao
controladora da corrente idnica e as pseudocolinesterases (EC 3.1.1.8), encontradas
nos vertebrados, algumas plantas e microorgarismos.

A acetilcolinesterase (AChE - EC 3.1.1.7) participa da transmissao do
impulso nervoso, catalisando a hidrédlise dec neurotransmissor acetilcolina. Nos
insetos, nos quais o sistema colinérgico € essencial, essa enzima apresenta uma
importante fungao, o que estimulou o uso de inibidores da acetilcolinesterase como
inseticidas. Os inibidores mais comuns, os organofosforados e os carbamatos,
ligam-se covalentemente ao sitio ativo da enzima e causam a morte do inseto. Os
inseticidas organofosforados, por exemplo, atuam ligando-se ao sitio catalitico da
acetilcolinesterase, impedindo que esta promova a hidrélise da acetilcolina. O
acumulo deste neurotransmissor na sinapse nervosa interrompe a conducgdo do
impulso e o inseto morre com espasmos musculares. Em Drosophila, estudos
geneticos e moleculares tém mostrado que a acetilcolinesterase é especifica do
sistema nervoso central e € codificada por um unico loco, denominado Ace. A
acetilcolinesterase (AChE), em Drosophila e outros insetos, € composta de uma
unica forma molecular representada por um dimero glicosilado ligado & membrana
por um glicolipidio ancora (Fournier et al. 1993).

Pseudocolinesterases apresentam atividade significativa na massa
cinzenta do cérebro, figado e musculos. No homem, uma pseudocolinesterase
(colinesterase sérica) esta relacionada a degradagao do anestésico succinilcolina.
Deficiéncia desta enzima impede sua degradagédo, causando apnéia e paralisia do
musculo estriado (Nora & Fraser, 1991).
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As acetilesterases (EC 3.1.1.6) nao sao inibidas por nenhum dos
agentes acima citados e atuam sobre substratos alifaticos derivados do acido
acetico.

Em insetos, varios estudos relacionados aos aspectos fisioldgicos,

bioquimicos e moleculares das esterases tém mostrado que estas enzimas estao
envolvidas em atividades fisiolégicas importantes, englobando a regulagdo dos
niveis de horménio juvenil (Kort & Granger, 1981; Jones et al., 1981, 1982, 1986 e
1994; Hanzilik & Hammock, 1988; Rauschenbach et al, 1994), a degradagao de
inseticidas (Motoyama & Dauterman, 1974; Kao et al., 1984, 1985; Mouchés et al.,
1986, 1987; Callaghan et al., 1993), processos digestivos (Kapin & Ahmad, 1980;
Jones & Brancoft, 1986; Timmermans et al., 1994 e Argentine & James, 1995) e
reconhecimento de feroménios (Vogt & Riddiford, 1981). Outra fung¢ao relacionada
as esterases nos insetos refere-se ao comportamento reprodutivo, em Drosophila
(Johnson et al, 1968; Carrasco et al, 1984; Mane et al, 1983; Scott , 1986;
Karotam & Oakeshott, 1993).

Os niveis do hormoénio juvenil, nos insetos, sao regulados pela
existéncia de dois sistemas dinamicos que controlam sua biossintese e degradacao.
A regulacao desses niveis € alcangada pelo balango entre esses processos, embora
outros mecanismos, tais como sequestro e excregcao, possam também contribuir.
Uma oxidase dependente de NADPH foi descrita por Yu & Terriere (1978) em
Musca domestica como responsavel pela degradagao desse horménio. No entanto,
os dois caminhos principais de degradag¢ao do JH sao a hidrélise do seu grupo metil-
éster ou do grupo epoxido, realizados respectivamente por esterases do horménio
juvenil (JHE) ou pela epdxido hidrolase do hormonio juvenii (JHEH).

O hérmonio juvenil (JH), sintetizado pela corpora allata a partir de
unidades de acetil-coenzima A, desempenha fungdes importantes na regulagao do
desenvolvimento dos insetos, tanto nos estagios larvais quanto na fase adulta. Sua
fungao reguladora do desenvolvimento fica melhor caracterizada na transicao larva-
pupa através da interagao com a ecdisona. De acordo com Coundron et al. (1981), a
degradag@o do hdérmonio juvenil, nesta fase, permite a liberagao do hormoénio
protoracicotrépico pelo cérebro, que estimula a produgao de ecdisona pela glandula
protoracica, dando inicio a metamorfose. No entanto, o horménio juvenil esta
envolvido em varios outros processos como a regulagdo da produgdo de ovos
(Shapiro et al., 1986 em Aedes; Bownes, 1989 em Drosophila), desenvolvimento de
6rgaos gonadotréficos em ambos os sexos (Yamamoto et al., 1988 em Drosophila),
determinagédo de casta (Rachinsky & Hartfelder, 1990 em Apis mellifera) e diapausa
(Denlinger & Tanaka, 1989 em varejeiras ; Zera & Teibel, 1989 em Gryllus rubens ).
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O comportamento deste hormonio tem sido exaustivamente estudado
em varias espécies de lepidopteros, sendo que, nestes insetos, estd envolvido em
diferentes etapas do desenvolvimento como embriogénese, crescimento larval,
metamorfose e vitelogénese. Muitas variagées foram observadas para organismos

diferentes em relagao aos niveis do horménio juvenil em ovos recém-colocados.
Estudos realizados por Riddiford & Williams (1967) e Riddiford (1970) com
Hyalophora cecropia e Antheraea pernyi evidenciaram que a presenga do horménio
juvenil nas primeiras fases do desenvolvimento embrionario nao permite o
desenvolvimento normal do embrido, bloqueado logo apés a formagao do folheto
germinativo. Alguns autores sugerem a existéncia de transferéncias passivas do
hormonio juvenil da mae para o ovo. Este hormdnio deve ser entdao degradado nos
primeiros estagios embrionarios e novamente produzido pela corpora allata do
embrido em estagios posteriores, sendo sua presenga muito importante para o
desenvolvimento normal da larva.

A funcao desempenhada pela JHE na metamorfose dos insetos tem
sido demonstrada por dois efeitos morfolégicos consideraveis. Primeiro, quando a
JHE é inibida, titulos elevados de JH mantém a larva em constante alimentacao,
resultando em larvas gigantes (Sparcks & HammocK, 1980 apud Touhara, 1995).
Segundo, uma inje¢ao de JHE mostrou um efeito anti-JH, resultando num bloqueio
dose-dependente e diminuigao do periodo de alimentagdao em larvas jovens devido
aos baixos titulos de JH (Hammock et al.,, 1990; Philpott & Hammock, 1990 apud
Touhara et al., 1995).

Conforme Roe et al. (1993), em lepiddpteros, a primeira via de
catabolismo do JH na hemolinfa € a hidrélise do grupo metil-éster do horménio para
produzir seu derivado acido. Em outros tecidos, ocorre ainda a hidratagao do grupo
epoxido localizado entre os carbonos 10 e 11 do JH, produzindo o diol
correspondente. Para o autor, nesses insetos, a hidrolise do éster tem maior
importancia na degradagao do horménio, sendo o corpo gorduroso a fonte de
producao da JHE.

Na verdade, ha duas classes de esterases capazes de hidrolisar o
horménio juvenil. As carboxilesterases inespecificas, presentes na hemolinfa e
tecidos de larvas e adultos, apresentam baixa afinidade pelas moléculas do
horménio ligado as proteinas, mas sao capazes de hidrolisa-lo, em solugdo. Essas
enzimas séo inativadas pelo diisopropilfluorofosfato (DFP). A segunda classe é
composta pelas esterases especificas para o horménio juvenil (JHE), que aparecem
na hemolinfa no ultimo estadio larval, e sdo capazes de hidrolisar o JH livre ou
conjugado a proteinas. Estas enzimas nao apresentam atividade frente ao naftil
acetato, sao insensiveis ao DFP e inibidas pelo Triton X-100, um detergente nao
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idnico (MacCaleb et al., 1980; Kort & Granger, 1981; Coundron et al., 1981; Roe et
al., 1983; Rotin & Tobe, 1983).

A degradagao do horménio juvenil foi muito bem estudada na
hemolinfa de estagios larvais finais de lepidopteros, na qual sua degradagao ocorre
via esterase do horménio juvenil. Esses estudos contribuiram para o entendimento
de como se inicia a metamorfose nestes organismos. A ocorréncia de dois picos de
producdo da JHE coincidem com o decréscimo dos titulos de JH. Assim, num
estudo comparativo entre onze espécies de lepiddpteros, foi observado que todas as
espécies apresentaram um pico de atividade da JHE, aproximadamente ao tempo
em que as larvas paravam de se alimentar e se preparavam para entrar em
pupagdo. Um segundo pico também foi observado durante a fase de pré-pupa tardia
na maioria da espécies (Jones et al., 1982).

Jones et al. (1986) demonstraram por meio de focalizagao isoelétrica, a
ocorréncia de dois picos maiores de atividade da JHE (p.| 5,3 e 5,5), apesar da
presenga do mais acido ter sido anteriormente especulada como sendo um artefato
ou produto de degradagao e, ainda, duas outras isoformas com picos menores de
atividade (p.| 5,1 e 5,6). As duas isoformas principais de Trichoplusia ni (p.! 5,5 e
5,3) foram chamadas de JHE-A e JHE-B, “respectivamente. Estas enzimas sao
encontradas principalmente como glicoproteinas, no corpo gorduroso, local onde
sao sintetizadas. Em um trabalho posterior, Jones et al. (1993) caracterizaram as

duas isoformas principais de JHE de Trichoplusia ni. Este estudo identificou

pequenas regioes das proteinas as quais possuem sequéncias potencialmente
diferentes ou modificagbes pds traducionais. Foi determinada a localizagao de um
residuo de asparagina glicosilada, como também de uma regiao contendo um
epitopo, provavelmente composto por uma sequéncia linear de residuos de
aminoéacidos. Além destas, também foi identificada uma regiao N-terminal variante
entre as duas isoformas.

Venkatesh & Roe (1988, 1989) demonstraram a existéncia de dois
fatores envolvidos na regulagao da atividade da JHE na hemolinfa e outros tecidos
de M. sexta e T. ni. O primeiro seria a propria produgao do JH e o segundo, um
fator inibidor produzido pelo cérebro do inseto. No modelo em questao, o JH, na
auséncia do fator inibidor do cérebro, induz a’ biossintese de JHE pelo corpo
gorduroso, que por sua vez, contribui com a JHE para o plasma nos periodos de
pré-pupa inicial e tardia. Da mesma forma, durante o periodo de pupa, a indugao da
biossintese da JHE pelo JH é inibida :lo fator inibidor. Em um experimento
utilizando-se abdémens isolados, os teci ;s dos insetos tornaram-se responsaveis
pela produgao de JHE, induzida por JH, em periodos do desenvolvimento onde
deveriam ser insensiveis a agao do JH. Em M. sexta o fator inibidor cerebral atuou
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de maneira especifica quando um macerado de quatro cérebros foi injetado em
larvas, inibindo completamente o pico de atividade da JHE no estagio de pré-pupa
inicial. Os experimentos também mostraram que, o JH induziu aumento da JHE na
hemolinfa e em outros tecidos, podendo sua agao ser inibida pelo extrato cerebral
mesmo em abdémens isolados.

Hayakawa (1992) sugeriu que o fator inibidor do cérebro pode estar
relacionado a um peptideo bloqueador do crescimento (GBP), afirmando que muitas
fungcbes dos neuropeptideos dos insetos ocorrem via hemolinfa, apds serem
liberados pelo tecido nervoso. O autor demonstrou que o GBP ocorre naturalmente
no penultimo estagio larval de Pseudaletia separata (Lepiddptera) e esta,
aparentemente, junto com o JH, coordenando a regulag@o de caracteristicas juvenis.

Touhara et al. (1994) estudaram o perfil de desenvolvimento de uma
epoxido hidrolase do horménio juvenil (JHEH), ligada a membrana, e de uma
proteina de ligagdo do horménio juvenil (JHBP), presente nos ovarios de fémeas
adultas e ovos de Manduca sexta. Os dados obtidos revelaram a auséncia da JHBP
em pupas e uma ocorréncia significativamente alta em adultos. Entretanto, na
hemolinfa a JHBP esteve presente durante os estadios de pupa e adulto. A analise
feita por Touhara & Prestwich (1994) sugere que o JH foi protegido da JHEH pela
JHBP, que forma um complexo com o JH, denominado JH-JHBP. Em contraste, o
derivado acido do JH se liga pouco a JHBP e é, entao, eficientemente metabolizado
pela JHEH a diol-acido do JH.

Touhara et al. (1995) fizeram uso de um modelo in vitro para estudar a
relagao existente entre a proteina de ligagao do JH (JHBP) e a degradagao do JH
em estagios criticos do desenvolvimento de lepiddpteros. Neste estudo, foram
utilizados homogenados recombinantes da JHBP (rJHBP) e da JHE (rJHE) obtidas
de células de inseto infectadas por baculovirus. O experimento teve por objetivo
investigar os mecanismos pelos quais a JHBP influencia a degradagao do JH
durante o ultimo estadio larval. Os resultados obtidos sugerem que a JHBP protege
o JH de processos hidroliticos nao especificos, permitindo a hidrélise do JH pela
JHE, enzima altamente especifica e que reconhece o complexo JH-JHBP. A JHBP
foi considerada essencial na manutengao e distribuicao do JH na hemolinfa na
auséncia da JHE, mas auxilia sua degradagao, liberando rapidamente o JH na
presenca da JHE.

Foi detectado na hemolinfa do gafanhoto, Locusta migratoria, um
homdlogo do horménio juvenil, denominado horménio juvenil Il (JH lll), o qual
apresenta-se geralmente ligado a uma proteina de ligagao (BP). A funcao da BP
seria a de transportar o JH lll do local de sintese até os tecidos especificos onde vai
agir. Além desta, a protecao do hormdnio contra a degradagao por esterases nao
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especificas, presentes na hemolinfa, seria uma outra fungdao muito importante desta
proteina (Debernard & Couillaud, 1994).

Hoffmann et al. (1994) utilizaram um método in vitro para investigar a
degradagao do JH Ill no plasma de adultos machos e fémeas, de grilos da espécie
Gryllus bimaculatus. A rota primaria do metabolismo do JH lll, na hemolinfa desses
insetos, & a hidrolise éster do JH Il pela esterase do JH lll. Os resultados obtidos
por Hoffmann et al. (1994) evidenciaram claramente a presenga de enzimas
esterasicas na degradagao do JH Ill, na hemolinfa de adultos de G. bimaculatus.
Mostraram, também, que a atividade dessas enzimas é baixa em individuos que
sofreram ecdise recentemente e aumenta e sofre variagoes ciclicas ao longo da vida
adulta. Hoffmann e seus colaboradores concluiram que as alterag¢oes ciclicas do JH
Il na hemolinfa de adultos estariam controladas, assim como o JH em outros
insetos, por dois sistemas dinamicos, de sintese, pela corpora allata, e de
degradacgao, efetuada por enzimas esterasicas. Nao se tem conhecimento sobre os
mecanismos de controle da atividade da JHE Ill em grilos adultos, os quais
poderiam envolver enzimas de ligagao (BP) que estariam modulando os titulos do
JH lll. Entretanto, novas informagdoes devem ser adicionadas a este modelo,
requerendo outros estudos nesta area. "

Informagdes obtidas da andlise do comportamento da JHE, em
dipter s, sugerem algumas diferencas nas propriedades fisicas e no modelo de

expressdo, quando comparadas as informagdes obtidas para lepidépteros. As JHEs
de varias espécies de dipteros nao se adaptam ao padrao comum de sensibilidade
aos inibidores da JHE, encontrada em outros insetos. Além disso, nos lepidopteros a
JHE é observada em niveis altos na hemolinfa, enquanto em dipteros, esta enzima
parece estar ausente neste fluido (Wilson & Gilbert, 1978; Klages & Emmerich,
1979).

Os experimentos realizados por Campbell et al. (1992) demonstraram
a existéncia das duas enzimas envolvidas na degradagdo do JH, a esterase do
horménio juvenil (JHE) e a epodxido hidrolase do horménio juvenil (JHEH) em
Drosophila melanogaster. A atividade hidrolitica da JHE, nesta espécie, esta
inversamente correlacionada aos titulos do JH e assemelha-se ao perfil observado
em lepidopteros. Foram observados, nesta espécie, dois picos de maior atividade da
JHE nos periodos de pré-pupa inicial e final. No entanto, a atividade de degradacéao
do horménio juvenil, encontrada em larvas e adultos, € predominantemente
mitocondrial e microssomal, enquanto que a atividade da JHE presente nas pupas é
predominantemente solivel na hemolinfa.

Em Drosophila virilis, a atividade da JHE foi observada no fim do
estadio larval, porém, uma alta atividade também foi registrada em pupas
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(Rauschenbach et al.,, 1991). Muitos autores tém correlacionado a capacidade de
hidrélise do JH as enzimas anodais presentes em varias espécies de dipteros,
incluindo D. melanogaster e D. virilis. Campbell et al. (1992) demonstraram que esta
correlagao nao € verdadeira. Apesar da EST-20 de D. melanogaster apresentar
propriedades semelhantes a p-esterase de D. virilis, ela ndo possui propriedade
hidrolitica para o JH.

Nos grilos da espécie Gryllus rubens, ordem Ortdptera, a variagao da
JHE durante o dltimo estadio, pode desempenhar um papel especifico no
desenvolvimento de fendétipos diferentes de comprimento de asa. Conforme Zera &
Tiebel (1988, 1989), o ultimo estadio do desenvolvimento larval € um periodo
sensivel ao horménio juvenil para a determinagédo da forma da asa. Para esta
espécie existem dois fendtipos de asas, a forma com asas longas (LW), apresenta
desenvolvimento completo das asas, musculos funcionais para o véo e capacidade
de voar. A outra forma, SW, tem asas reduzidas, musculos rudimentares para véo,
nédo possuindo capacidade para voar, mas € substancialmente mais fértil do que a
forma LW. Para os dois fendtipos apresentados, a baixa atividade da JHE durante o
ultimo estadio larval é fortemente correlacionada com a formagao subsequente de
adultos com asa curta. Portanto, nas formas de asa curta SW, a menor degradagao
do horménio juvenil pode estar envolvida diretamente com bloqueios parciais do
efeito metamadrfico da ecdisona no desenvolvimento da asa.

Os resultados obtidos por Zera & Holtmeier (1992) sugeriram que
existe uma correspondéncia entre a atividade da JHE na hemolinfa, a degradagéao
do JH, in vivo, e a forma da asa desses insetos. Entretanto, o significado funcional
desta correspondéncia em relagao a determinagao da forma da asa, ainda nao esta
esclarecido.

Zera et al. (1992) identificaram duas isoformas da JHE (p.| 5,1 e 4,2-
4,1) no plasma da linhagem SW, mas, somente a mais acida, foi observada na
linhagem LW. Entretanto, o significado funcional destas isoformas diferentes
também permanece indefinido. Os resultados obtidos pelos autores, no trabalho
acima citado, nao estabeleceram evidéncias entre as diferentes atividades da JHE
observadas nas linhagens LW e SW e as caracteristicas cinéticas ou de estabilidade
das isoenzimas estudadas.

Ainda em Gryllus rubens, foi comparado o metabolismec do JH, entre
adultos com formas de asa diferentes, para determinar se a variagao na degradagao
do horménio poderia ser responsavel pelas diferengcas significativas de
produtividade, entre as fémeas dos dois fendtipos (Zera et al., 1993) . A hipdtese foi
refutada pelos autores, os quais esclareceram que, se os titulos de JH diferem entre
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as formas, esta diferenga deve resultar de algum outro processo e nao da
degradagao diferencial do horménio.

Com relacao aos aspectos moleculares, Hanzilik et al. (1989) e
Harshman et al. (1994) isolaram e clonaram o gene da JHE de Heliothis virescens
(Lepiddptera), considerada uma praga agricola. O gene Jhe possui 8Kb com quatro
introns. A anadlise genética da variagao do polimorfismo dos fragmentos de restricao
(RFLP) em cruzamentos interespecificos e intraespecificos mostrou que o loco Jhe
possui uma Unica copia, sendo autossomicamente codificado em Heliothis.
Harshaman et al. (1994) sugeriram que uma aplicagao pratica dos seus resultados
seria o desenvolvimento de inseticidas biolégicos que tivessem como alvo o
mecanismo regulador que envolve a expressao do gene Jhe.

Outro importante aspecto no estudo da fisiologia das esterases nos
insetos é o papel dessas enzimas no fendmeno de resisténcia a inseticidas. Sabe-
se que existe uma forte correlagao entre a atividade de algumas enzimas, incluindo-
se ‘esterases, e a degradagio de inseticidas organofosforados e carbamatos. Na
verdade, os ésteres do &acido carbamico (carbamatos) e do acido fdsforico
(organofosforados) agem nos organismos, principalmente através da inibigcao de
colinesterases. A acetilcolinesterase esta localizada na membrana celular de
vertebrados e invertebrados. Essa enzima controla a corrente idnica e desempenha
um papel essencial no processo de condugdo do impulso nervoso, tendo ainda
fungcdo neuromuscular (Wittaker, 1984). O efeito dos organofosforados e
carbamatos, os quais inibem a condugao do impulso nervoso levando o organismo a
morte, pode ser evitado, desde que os mesmos forem degradados e transformados
em produtos indcuos pela agao de carboxilesterases, fosfatases ou glutathionas
transferases (Matsumura, 1975 apud Sudderuddin & Lim, 1978; Fournier et al.,
1992). Este fendmeno biolégico, representado pelo aumento, na natureza, de
insetos resistentes a inseticidas, tem-se apresentado como um dos grandes
problemas para a agropecuaria e para a saude publica. Por outro lado, € um
fenémeno ideal para o estudo de diferentes modelos de adaptagao de organismos
eucariotos a mudangas de toxicidade no meio ambiente.

A resisténcia a inseticidas pode resultar de trés mecanismos
diferentes: primeiro, a baixa penetragao do mesmo no organismo, segundo, 0
produto é absorvido mas é eficientemente metabolizado pelos sistemas enzimaticos
ja citados, ou ainda, o produto é absorvido mas nao encontra seu sitio alvo, que foi
modificado por mutagdes em sua sequéncia. Os dois ultimos mecanismos envolvem
uma origem genética relacionada a resisténcia a inseticidas, observada nos insetos.

Trabalhos com diferentes espécies de insetos foram realizados para
elucidar os mecanismos intrinsecos que levam esses organismos a reagir de
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maneira diferente as mudangas extrinsecas, ou seja, do ambiente. De modo geral,
os resultados obtidos revelam uma forte correlagdo entre a atividade das enzimas
envolvidas em processos de desintoxicagdo nas linhagens resistentes, quando
comparadas com linhagens susceptiveis. Muitos autores tém conseguido mostrar
que a existéncia de amplificagées génicas ou transcrigdo aumentada de algumas
enzimas confere alteragdes do estado-de-ser-adaptado do organismo. Conforme
Mouchés et al. (1986, 1987), em mosquitos e em muitas outras espécies de
artrépodes, a resisténcia a organofosforados é conferida pela alta atividade de uma
ou varias esterases desintoxicantes. Estas enzimas atuam degradando o produto e
prevenindo que o inseticida, em concentragdes letais, mate o inseto.

Os trabalhos de Mouchés et al. (1986) e Field et al. (1988) mostraram
que a amplificagao do gene para as esterases € o mecanismo basico da resisténcia
aos organofosforados. Fournier et al. (1992) também relataram que a resisténcia da
mosca doméstica a inseticidas é devido a uma superprodugao da glutationa
transferase.

Pasteur & Sinégre (1975) estudaram o polimorfismo esterasico e a
sensibilidade a inseticidas em 12 populagdes naturais e trés linhagens de laboratorio
de Culex pipiens pipiens. Esta espécie possui-dois locos para as esterases, Est-1 e
Est-2, que codificam para esterases do grupo B (aliesterases) mas nao
colinesterases. Ambos os locos mostraram-se polimérficos. Para o loco Est-1 nao foi
encontrada nenhuma correlagdo entre o polimorfismo das esterases e a resisténcia
ao Dursban (um inseticida organofosforado). Para o loco Est-2, entretanto, foi
observada uma forte correlagao entre menor sensibilidade ao organofosforado e
freqliéncia de um dos alelos deste loco nessas populagdes ou linhagens.

Outros estudos relacionados aos mosquitos do complexo Culex foram
realizados por Georghiou & Pasteur (1978) e mostraram dois tipos de esterases
(esterases A e B) capazes de atuar desintoxicando o organismo e conferindo
resisténcia ao inseticida. Estas esterases possuem diferentes mobilidades
eletroforéticas, dependendo da espécie e, em alguns casos, da origem geografica
do mosquito. Outros estudos demonstraram que pelo menos trés formas, para cada
um desses tipos de esterases, podiam ser reconhecidas por eletroforese. A variante
A1 foi observada em C. pipiens L da Franga; A2, B1 e B2 em C. quinquefasciatus da
Califérnia; e A3 e B3 em C. tarsalis da Califérnia. As esterases A1 e B1 séao
codificadas por diferentes locos génicos diferindo consideravelmente em sua
estrutura. A esterase A1 € um dimero de 120 Kd, contendo duas subunidades iguais
de 60 Kd, enquanto que a B1 € um mondémero de 67 Kd. As esterases Al e B1
foram purificadas respectivamente, da linhagem S54 de C. pipiens e da linhagem
Tem-R de C. quinquefasciatus. Estas linhagens sdao homozigotas para enzimas
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altamente ativas as quais conferem resisténcia a inseticidas (Pauster et al., 1981,
apud Mouchés et al. 1987).

Mouchés et al. (1986) clonaram o gene responsdvel pela sintese da
esterase B1, que confere ao mosquito da espécie C. quinquefasciatus, resisténcia a
organofosforados. A utilizagdo do DNA clonado como sonda demonstrou que a
linhagem resistente ao inseticida possui, pelo menos, 250 cépias a mais do gene
que codifica a sintese desta enzima, em comparagao com a linhagem sensivel.

Mouchés et al. (1987) utilizaram métodos imunolégicos para quantificar
a produgao de esterases nas linhagens de C. quinquefasciatus e C. pipiens,
resistentes a inseticidas, e posteriormente compara-las com linhagens sensiveis. Os
autores demonstraram que a esterase B1 de C. quinquefasciatus resistente foi 500
vezes mais abundante do que a da linhagem sensivel, enquanto a esterase A1 de
C. pipiens apresentou o mesmo comportamento, sendo 70 vezes mais abundante
na linhagem resistente do que na linhagem sensivel correspondente. Além disso,
proteinas imunologicamente relacionadas a esterase B1 foram detectadas em
Aedes aegypti, Myzus persicae e Musca domestica enquanto que nenhuma dessas
espécies apresentou proteinas relacionadas a esterase A1.

Varias populagdes naturais e de4aboratério de Culex foram estudadas
por Raymond et al. (1989) e demonstraram resisténcia a organofosforados. As
amostras foram analisadas, utilizando-se o gene amplificado como sonda, e os
fragmentos gendmicos observados foram gerados pela EcoR1. Os resultados
mostraram claramente que o fendmeno de amplificagdo do gene da esterase B1 na
linhagem Tem-R, mantida no laboratério por aproximadamente 15 anos, esta
também presente em populagdes naturais. Posteriormente, Raymond & Pasteur
(1989) observaram que, embora a esterase B1 nao se expressasse em alguns dos
tecidos ou estadios do desenvolvimento, todos os tipos celulares examinados,
incluindo gametas, continham o gene amplificado.

Raymond et al. (1993) analisaram a estabilidade de resisténcia a
organofosforados devida a amplificagdo dos genes que codificam as esterases B1 e
B2, em Culex pipiens. Os autores utilizaram duas linhagens resistentes: Tem-R, que
possui uma amplificagao do gene da esterase B2 e ainda, uma linhagem sensivel a
inseticidas, a S-Lab, a qual ndo possui amplificagdo do gene da esterase B. A
pressao de selegao foi alterada para as duas primeiras linhagens possibilitando que
novas linhagens fossem estabelecidas a partir destas. Para as linhagens estudadas,
as quais passaram por diferentes pressdes seletivas, os resultados revelaram que
os genes amplificados que codificam as esterases B1 e B2 permanecem presentes
nos mosquitos por até trés anos (cerca de 60 geragdes), apos ter sido removida, por
completo, a pressao seletiva por inseticidas. Esta situacao difere muito da
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encontrada por Devonshire & Field, 1991 (apud Raymond et al., 1993) em Myzus
persicae. Nesta, a expressao do gene amplificado para a esterase que confere
resisténcia nesses insetos é perdida apds poucas geragdes, na auséncia de
exposicao a inseticidas.

Segundo Mouchés et al. (1990) a amplificagdo de cada gene
esterasico B ocorreu como um evento unico e independente. Estes autores
sequenciaram o gene da esterase B1 e da sua unidade de amplificagdo (amplicon)
que cerca o gene estrutural. A unidade de amplificagao possui aproximadamente 30
Kb e contém uma sequiéncia constante e altamente conservada de 25 Kb, chamada
de core. Este core é a parte comum de varias unidades de amplificagédo. O gene
esterasico (que possui 2,8 Kb) esta incluido dentro do core, em cépia unica. As
seqliéncias heterogéneas, que se estendem dos lados do core, resuitaram,
provavelmente, de rearranjos que ocorreram durante o processo de amplificagao.
Essas seqiéncias sdao formadas por segmentos moderadamente repetidos de varios
tamanhos. No core, o gene esterasico é ladeado por duas seqiiéncias de DNA
(denominadas de CE1, na extremidade 5' e CE2 na extremidade 3) que se
encontram repetidas em outras partes do genoma de mosquitos resistentes e
também sao encontradas no genoma de mosquitos sensiveis, mas, distante do gene
esterasico B1. Os autores sugerem que estas sequéncias tém fung¢ao no processo
de amplificagao.

Conforme Raymond et al. (1991), o mecanismo de resisténcia a
organofosforados, em C. pipiens, é atribuido a superprodugdo de esterases
codificadas por genes que estdao em locos intimamente ligados, nomeados A e B, de
acordo com suas preferéncias ao substrato, sendo que a superprodugao de todas
as esterases B esta relacionada a amplificagao do gene B. Entretanto, a ocorréncia
dessas duas formas enzimaticas e suas variantes eletroforéticas esta relacionada a
determinadas regides geograficas, exceto para as esterases A2 e B2 que aparecem
sempre juntas em amostras de, pelo menos, trés continentes. A distribuigao mundial
desses genes amplificados, os quais sao provavelmente promotores da resisténcia
a inseticidas, foi estudada pelos autores acima citados, com o objetivo de descobrir
se esta situagdo é promovida por elevadas taxas de mutagao ou por migragdo. O
gene estrutural da esterase B e suas regides flanqueadoras foram comparados
através de anadlise sequencial e/ou pela analise do polimorfismo de tamanho dos
fragmentos de restricao (RFLP). Foram analisados individuos adultos de 9 linhagens
de diferentes localidades. Uma comparagao entre os mapas de restrigao indica que
as sequéncias do DNA, no gene estrutural, sao muito semelhantes entre mosquitos
com esterases variantes. No entanto, o nimero de sitios de restrigdo, conservados
na seqliéncia das regides flanqueadoras, do gene, é relativamente pequeno,
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indicando que devem ter ocorrido varios eventos de mutagdo, separadamente, nas
duas sequéncias flanqueadoras, e que estas divergéncias genéticas devem ser
antigas. Em contraste, sequéncias flanqueadoras da esterase B2, de diferentes
localidades geograficas (Africa, Asia, América do Norte), sdo idénticas. Estes
resultados sugerem que os genes amplificados da esterase B2 originaram-se em um
evento uUnico inicial e, posteriormente, espalharam-se pelo mundo através de
migragao.

A resisténcia a organofosforados também tem sido associada ao
aumento da atividade das esterases A2 e B2 na linhagem Pel RR de Culex
quinquefasciatus obtida em Sri Lanka, conforme Peiris & Hemingway (1990 apud
Karunaratne et al., 1993). Ketterman et al. (1992) purificaram e caracterizaram a
carboxilesterase (EC 3.1.1.1.), da linhagem Pel RR de C. quinquefasciatus,
envolvida no fendbmeno de resisténcia a inseticidas. Ambas as carboxilesterases
isoladas nesta espécie, a A2 e a B2, nao apresentaram aumento detectavel na
quantidade protéica, embora a linhagem tenha sido 30 vezes mais resistente a
selegao por inseticidas.

Os tr-halhos de Ketterman et al. (1992) e de Karunaratne et al. (1993),
com as enzimas e B2 purificadas, puderam esclarecer que a acilagao do
inseticida, assim « a relagao de afinidade de ligagao ao inseticida, representam
a principal fungao as enzimas que atuam no sequestro do mesmo. Além desta
funcao, a inativa(;'é 10 inseticida por alteragao de sua composi¢ao, também ¢
realizada por estas € z2rases, embora em menor escala.

Callaghan et al. (1993) estudaram a relagao genética entre dois niveis
de producao de esterases, em uma linhagem de C. pipiens, da localidade de Lucca,
na lItalia. Foram encontradas, para esta linhagem, esterases possuindo a mesma
mobilidade que A2 e B2, presentes em linhagens resistentes, e ainda outras cinco
esterases nao descritas. Elas foram denominadas de A3i, A4i, A5l B4i, e B5i. de
acordo com suas preferéncias ao substrato e mobilidades em relagao as esterases
de referéncia. Esta linhagem ja havia sido estudada anteriormente por Villani &
Hemingway (1987) apresentando, na época, alta atividade da esterase Bf1.
Entretanto, Callaghan et al. (1993), reexaminaram a colegao de Lucca de 1985 em
gel de poliacrilamida e provaram que, além da B1, as esterases A2 e B2 e outras,
nao registradas, estavam presentes. Os autores relacionaram a presenca de A2, e
B2, em Lucca, a uma migragao recente. No laboratério, através de processos
seletivos, foram detectadas trés novas esterases A (A3, A4i e A5i) e 4 novas
esterases B (B1i, B3I, B4i, B5l). Exceto a A5! e a A4i, que foram altamente ativas na
maioria dos individuos, estas esterases nao apresentaram superprodugao, embora
tenham sido registrados para cada uma, indices altos de atividade, em pelo menos
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um individuo. No campo, onde inseticidas estavam sendo aplicados, somente Af,
A2 e B2 foram encontradas em frequéncias altas, o que sugere que nem todas as
esterases com altos indices de produgdo estejam envolvidas com a resisténcia a
inseticidas. De acordo com Bonning et al. (1991) e Callaghan et al. (1993), a
substituicao A1 por A2 e B2, na populagdo natural de Lucca, sugere que certas
eletroformas possuem vantagens seletivas.

Poiré et al. (1992) caracterizaram duas eletroformas que foram
descritas anteriormente em uma populacdo natural de Montpellier (Franga) como A4
e B4 e que, posteriormente, também foram descritas na linhagem de Cyprus. A
analise do polimorfismo de tamanho dos fragmentos de restricao (RFLP), da regiao
amplificada contendo o gene da esterase B, revelou grandes diferengas entre os
mosquitos de Montpellier e de Cyprus, demonstrando portanto que, dois haplotipos
distintos de um gene para esterase B, com mobilidades eletroforéticas idénticas,
foram amplificados. Entretanto, os autores questionaram a frequéncia de
aparecimento de amplificagdes do gene da esterase B e enfatizaram que, em areas
tratadas, a presenga de uma esterase com superprodugdo provavelmente nao
permaneceria por muito tempo sem ser detectada, pois, devido a selegao, sua
freqliéncia aumentaria rapidamente. Além do mais, a ocorréncia conjunta com a
esterase A, cujo mecanismo molecular de superprodugao ainda nao e conhecido,
prova que possuem uma estreita relagao (A2 com B2, A4 com B4, A5 com BS),
sugerindo que amplificagdes da esterase A ocorreram simultaneamente com a
esterase B. Assim, pode-se concluir que novas ocorréncias de superprodugao das
esterases A ou B sdo eventos raros no complexo C. pipiens, sendo a migragao o
mecanismo mais provavel da ocorréncia de resisténcia a inseticidas, em populagdes
tratadas recentemente (Raymond et al. 1991).

Em Lucilia cuprina, as esterases sdo as enzimas mais importantes no
desenvolvimento de resisténcia a organofosforados. Whyard et al. (1994a)
demonstraram que a resisténcia ao malathion, em linhagens de Lucilia cuprina
coletadas na Australia, esta correlacionada com a presenga da malathion
carboxilesterase (MCE), que aparece em uma freqiéncia 45 a 50 vezes maior,
quando comparada a uma linhagem sensivel. Esta enzima é capaz de hidrolisar o
malathion em derivados menos téxicos, promovendo uma resisténcia 100 vezes
maior nestas linhagens do que naquelas sensiveis. A MCE foi localizada,
predominantemente, no citosol e mitocondrias das células, com igual distribuicao.
Neste estudo, baseado na filtragao em gel, somente uma MCE de peso molecular
de 61 Kd foi purificada. A MCE de L. cuprina foi classificada como uma esterase do
tipo B (Aldrige, 1953), por ser inibida pelo DFP. O tratamento com o DFP indicou
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que a MCE é um mondémero com um Unico sitio catalitico, o qual deve ser um
residuo de serina.

Smyth et al. (1994) caracterizaram a atividade especifica da MCE entre
sete linhagens de L. cuprina. Os autores mapearam o cromossomo 4 da mosca e
demonstraram a existéncia de um cluster envolvendo no minimo trés e
possivelmente quatro genes esterasicos. O cluster inclui os genes Rop1, Rmal e ES,
o qual esta localizado a uma distancia de quatro unidades do mapa, do marcador
bu. O gene que produz uma carboxilesterase intermediaria (sensivel ao malathion)
também esta incluido no cluster, podendo ser alelo de qualquer um dos trés genes.
Este alelo foi denominado de E3 e os dados obtidos indicam que ele deve ser um
alelo susceptivel do Rop1. O cluster formado pelo MCE/E3/E9 é aparentemente
homdlogo a um outro recentemente encontrado em D. melanogaster, descrito por
Spackman et al. (1994).

A enzima EST-23, identificada em D. melanogaster, compartilha
semelhangcas de mobilidade eletroforética, prepriedades bioquimicas, localizagao
fisioldgica e localizagao no mapeamento genético com a esterase E3, envolvida na
resisténcia a organofosforados em L. cuprina. O gene para esta enzima foi
localizado na regiao citolégica do brago direito do cromossomo 3, denominada
84D3. O mapeamento genético, realizado por Spackman et al. (1994), demonstrou
que existem outros trés genes esterasicos localizados nesta regiao. Além da EST-

23, estao presentes a EST-9, uma ali-esterase e uma MCE, que hidrolisa
organofosforados. Apesar dos estudos evolutivos revelarem a correlagao entre
Est23/E3 e Mce, de D. melanogaster e L. cuprina, a relagdo entre os demais
membros do cluster nao € dbvia. Os resultados sugerem que estejam ocorrendo
diferenciagdes de genes individuais dentro do cluster ou que dentro de cada cluster
existam genes adicionais de esterases, ainda nao identificados (Spackman et
al.,1994).

A resisténcia ao malathion, devida a rapida hidrélise do inseticida, tem
sido observada em outras espécies de insetos, incluindo mosca doméstica (Kao et
al., 1985) mariposas (Beeman & Schmidt, 1982), cigarrinhas (Motoyama et al., 1984)
e mosquitos (Hemingway, 1985; Zeigler et al., 1987 e Whyard et al., 1994b).

Em varias linhagens de mosca doméstica, 0 aumento da resisténcia a
inseticidas organofosforados foi atribuido a niveis aumentados de carboxilesterases
(Kao et al.,1984). Outros estudos de Kao et al. (1985) resultaram no isolamento de
duas linhagens resistentes de mosca doméstica. Esses experimentos demonstraram
a existéncia de formas multiplas de esterases na fragdo microssomal. Duas dessas
enzimas, com p.l 5,1 e 5,3, apresentavam elevada atividade e atuavam sobre varios
substratos, sendo inclusive capazes de hidrolisar o malathion.
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Whyard et al. (1994b) isolaram uma esterase que confere resisténcia a
inseticidas em Culex tarsalis, a qual foi também caracterizada como malathion
carboxilesterase (MCE). A linhagem resistente foi 150 vezes mais resistente ao
malathion do que a linhagem sensivel. Entretanto, esta linhagem foi fracamente
resistente ao maloxon e ao carbaril, apresentando-se sensivel aos outros inseticidas
testados. Nesta espécie, a MCE expressa-se durante todo o desenvolvimento,
sendo presente em concentragdes elevadas nos tecidos dos intestinos das larvas.
Os experimentos com o fracionamento subcelular indicaram que a MCE foi
localizada primeiramente na mitocdndria dos insetos resistentes e no citoplasma dos
insetos sensiveis. Esta enzima foi purificada de homogenados de ambas as
linhagens, apresentando um peso de 59Kd. Os resultados obtidos indicaram que os
insetos resistentes possuem duas MCEs com p.ls de 6,8 e 6,2, enquanto insetos
sensiveis possuem somente uma MCE com p.| 6,8. A MCE, presente somente nas
linhagens resistentes, hidrolisou o malathion 18 vezes mais rapido do que a MCE,
comum as duas linhagens. Estes resultados sugerem que a resisténcia ao
malathion, em C. tarsalis, € devida a presenca de esterases qualitativamente
diferentes.

Os experimentos realizados por Shamaan et al. (1993) demonstraram
que, em larvas de Aedes aegypfi, os niveis de carboxilesterases sao baixos
indicando que, nesta espécie, a habilidade para degradar o inseticida nao foi

desenvolvida pelo menos nesta fase do ciclo biolégico. Apesar da ocorréncia de

uma atividade alta da carboxilesterase ter sido descrita na linhagem Kuala Lumpur
desta espécie, esta linhagem foi sensivel ao malathion, abate, lindane e DDT.

Casabé & Zerba (1981) descreveram o padrao de esterases em
Triatoma infestans, um dos principais vetores da doenga de Chagas no Brasil,
determinando a ocorréncia de 9 bandas, das quais- 4 apresentaram atividade
estereolitica na presenga de malathion e paraoxon. Somente uma esterase,
caracterizada como arilesterase, apresentou atividade frente aos dois inseticidas.
Malkenson et al. (1984) isolaram e caracterizaram esta arilesterase, especialmente
em relagao a sua atividade na hidrélise de organofosforados, mostrando que esta
enzima desempenha uma fungao essencial na desintoxicagao a inseticidas.
Entretanto, nao ha na literatura trabalhos referentes aos mecanismos genéticos que
deram origem a resisténcia observada nestes insetos.

Para uma espécie de afideo, Myzus persicae, a resisténcia a
inseticidas esta relacionada a sintese aumentada de uma esterase denominada E4,
a qual hidrolisa e sequestra os ésteres do inseticida (Devonshire & Moores, 1982;
Devonshire, 1977). Devonshire & Sawicki (1979) haviam sugerido que o provavel
mecanismo regulador da resisténcia seria a amplificagao de genes originados a
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partir de duplicagdes sucessivas do gene estrutural da esterase. Segundo esses
autores, as duplicagdes de genes estruturais sdo extremamente importantes na
evolugdo, porque permitem a ocorréncia de novas mutagoes, preservando o gene
original. Os mesmos autores verificaram que a adaptabilidade dos afideos ao seu
ambiente é grande, sendo capazes de duplicar o gene que codifica a esterase E4
(até 64 copias deste gene foram verificadas em linhagens resistentes de M.
persicae), sobrevivendo ao tratamento com inseticidas e anulando a producao
excessiva da enzima na auséncia destes compostos.

Devonshire et al. (1986) estudaram as alteragbes ao nivel de RNA,
associadas com o aumento na produgao da esterase. Avaliagdes quantitativas e
qualitativas foram realizadas no mRNA que codifica a E4 e a FE4 (uma variante da
E4 descrita em Ferrara, Italia). As linhagens resistentes estudadas produziram uma
quantidade maior de mRNA, responsavel por maior produgao de enzimas, sugerindo
que um processo de amplificagcao esteja envolvido.

Field et al. (1988) utilizaram clones de cDNA isolados para estudar a
base molecular da resisténcia em Mizus persicae. A hibridizagao de clones de cDNA
com DNA gendmico através da analise de Southern blot demonstrou que somente
alguns fragmentos de restricao, relacionados~a esterases, estdao amplificados. Os
autores sugeriram que as diferencas qualitativas entre os padroes de restricao nos
diferentes clones de resisténcia em afideos estao correlacionados com a presenga
ou a auséncia de uma translocac¢ao especifica e com a produ¢ao de E4 e FE4. Field
et al. (1993) trabalharam no mapeamento de restricao e sequenciamento do DNA
gendmico clonado e mostraram que o gene E4 é codificado por uma sequéncia de
4,3 Kb interrompida por seis introns. O cDNA da FE4 apresentou 99% de identidade
com o E4, sendo a diferenga mais importante, a substituicao de um unico
nucleotideo, resultando na FE4 em um mRNA com uma seqiéncia extra de 36
nucleotideos na extremidade 3'.

Prabhakaran & Kamble (1995) caracterizaram e purificaram as trés
esterases mais ativas (E5, E6 e E7) de linhagens resistentes e susceptiveis das
baratas Blatella germanica (L.). Os autores observaram que a atividade da esterase
E6 foi alta em linhagens resistentes. Experimentos de inibicdo da atividade
esterasica pelo paraoxon, clorifés e propoxur demonstraram que nao existem
diferengas estruturais, na esterase E6, entre as linhagens. Os resultados sugerem
que a resisténcia a inseticidas, em baratas, é devida a produgao aumentada da
esterase E6, cuja funcao deve estar mais ligada a sequestragao de moléculas
téxicas do que a hidrélise destas.

Fournier et al. (1992) construiram linhagens transgénicas, utilizando
um minigene, formando uma variabilidade de linhagens entre o tipo selvagem e

AVA |
AVAVEY'

4 3 4 5 6 7 unespm.l 12 13 14 15 1o 17

18



mutantes Ace” (mutantes sem atividade da acetilcolinesterase). Esses autores
demonstraram que existe uma forte correlagdo entre a quantidade da
acetilcolinesterase no sistema nervoso central e a sensibilidade a inseticidas.

Um estudo do processo seletivo, de populagdes naturais originadas de
varios paises, foi realizado por Pralavorio & Fournier (1992), promovendo o
isolamento de 13 linhagens de D. melanogaster resistentes ao "paraoxon". Foram
realizados estudos in vitro com enzimas purificadas para se estabelecer niveis de
inibicdo da acetilcolinesterase por este inseticida. Os experimentos evidenciaram
que muitas linhagens resistentes sao portadoras de acetilcolinesterases alteradas.
Estas linhagens possuem enzimas com altos niveis de resisténcia especifica ou
cruzada com outros inseticidas. Entretanto, a resisténcia a inseticidas pode ser
conferida de forma qualitativa através de mutagdes que alteram o sitio de ligagao da
enzima. Por exemplo, os canais de sédio sao alvos dos piretrdides e a
acetilcolinesterase funciona como sitio alvo dos organofosforados e carbamatos.
Fournier et al. (1992) identificaram uma mutagao em ponto como responsavel pela
resisténcia ao malathion na linhagem MH19 de Drosophila, a qual foi isolada por
Morton & Singh (1982). Os resultados obtidos pelos autores mostraram que houve a
substituicdo da fenilalanina, na posicao 386, pela tirosina, resultando em uma
enzima com propriedades cataliticas alteradas.

Estudos mais recentes de Fournier et al. (1993) identificaram outras

mutagdes em linhagens resistentes, a troca dos aminoécidos Phel15 por Ser,
lleu199 por Val, Gly303 por Ala e Phe368 por Tyr, ja citada anteriormente. Cada
uma destas mutagdes levaram a padrdes de resisténcia diferentes, e combinagdes
entre estas mutagoes produziram enzimas altamente resistentes.

Mutero et al. (1994) realizaram a analise sequencial do gene Ace de

varias linhagens naturais de D. melanogaster resistentes a inseticidas. Esta analise
resultou na identificacao de cinco mutagdes em ponto associadas a sensibilidade
reduzida a inseticidas. Os autores confirmaram as mutagdes anteriormente
observadas e ainda descreveram uma nova substituicdo da lleu199(val129) por Thr
(Treonina). Em alguns casos, varias destas mutagdes estavam presentes em uma
mesma proteina levando a diferentes padroes de resisténcia. Os autores sugeriram
que a recombinacgao entre alelos pré-existentes, em populagdes naturais, deve ser o
mecanismo pelo qual os insetos rapidamente se adaptam a novas pressées
seletivas do ambiente.

Uma outra fungao, relacionada a atuagao de enzimas esterasicas, € a
participagao destas em processos digestivos. A atividade esterasica foi medida por
andlise ao espectrofotdmetro em homogenados de varios tecidos do quinto estadio
larval da mariposa Lymantria dispar (L.) por Kapin & Ahmad (1980). A atividade
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especifica desta enzima foi medida nos seguintes tecidos: intestino médio, tubulos
de Malpighi, cordao nervoso, corpo gorduroso, intestino posterior, intestino anterior,
gbnadas, musculos, cérebro, tegumento e hemolinfa. A quantidade enzimatica
observada no intestino médio foi 91,5% da atividade total das esterases, sendo que
a maior atividade observada neste local foi de carboxilesterases. Com excegao do
cérebro e do cordao nervoso nos quais a acetilcolinesterase (EC 3.1.1.7) mostrou-se
altamente ativa, todos os demais tecidos revelaram a carboxilesterase (EC 3.1.1.1)
como enzima predominante. Existem ainda evidéncias de algumas arilesterases
(EC 3.1.1.2), particularmente no intestino meédio, cordao nervoso e cérebro.
Segundo este autor, a elevada atividade de carboxilesterase no intestino estaria
correlacionada aos processos ocorridos durante a digestao

Jones & Brancroft (1986) detectaram a presenca de esterases em
diferentes tecidos de Anthonomus grandis, analisados separadamente (intestino,
Tubulos de Malpighi, corpo gorduroso, testiculos e ovarios), e encontraram cinco
locos esterasicos polimérficos, com algumas variantes eletroforéticas. A esterase
EST-4 foi encontrada em maior quantidade no intestino, e relacionada com a
digestao dos alimentos ingeridos pelo inseto.

Argentine & James (1995) encontraram uma esterase especifica da
glandula salivar de fémeas e machos adultos de Aedes aegypti a qual
denominaram SG-EST. Estes autores mostraram que a SG-EST era secretada na
saliva tanto de machos como das fémeas e sugeriram um possivel papel envolvido
na alimentagdo de agucar nesses insetos. Além da SG-EST, os autores detectaram
uma esterase especifica da glandula salivar das fémeas. Nas fémeas, a atividade

esterasica atinge um maximo dois a trés dias apdés a eclosao, ao passo que, nos

machos, a atividade esterasica permanece constante, sugerindo um segundo papel
da esterase especifica da glandula salivar das fémeas, relacionado a alimentacao
de sangue.

Além dos estudos em insetos, outro exemplo que relaciona esterases
com processos digestivos foi realizado por McGher (1892, apud Kennedy et al.,
1993). Neste trabalho, o autor caracterizou uma carboxilesterase nao-especifica que
se expressa somente no intestino de uma espécie de nematoda de vida-livre, o
Caenorhabditis elegans, a qual estaria provavelmente relacionada a fungdes
digestivas.

Algumas esterases parecem estar envolvidas com processos
reprodutivos nos insetos. Um bom exemplo dessa atividade refere-se a esterase-6
de Drosophila melanogaster e outras espécies relacionadas. A esterase-6 de D.
melanogaster, D. simulans e D. mauritiana € produzida em varias fases da vida e em
diversos tecidos, mas o maior pico de expressao acontece no ducto espermatico de
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machos adultos. (Karotam & Oakeshott, 1993). Esta enzima foi exaustivamente
estudada em D. melanogaster, relacionada a varias etapas da reprodugao (Danford
& Beardmore, 1979; Sheehan et al, 1979; Stein et al., 1984). A EST-6 é um
componente do fluido seminal de machos adultos de D. melanogaster, capaz de
hidrolisar o cis-vacenil-acetato (um éster lipidico sintetizado somente pelos machos)
em cis-vacenol. Esta reagao ocorre no trato reprodutivo das fémeas e completa-se
cerca de seis horas apds a copula (Mane et al., 1983).

Ha evidéncias de que, nos machos, a EST-6 esteja sob o controle do
horménio juvenil (Stein et al., 1984). Foi detectado que esta enzima apresenta-se
em niveis baixos nas fases que antecedem a fase adulta, revelando nos machos um
rapido aumento de atividade cerca de 36 horas apds o nascimento, e estabilizando-
se a partir deste ponto. Os niveis de atividade nas fémeas sao cerca de trés vezes
menores, do que aqueles encontrados nos machos (Sheehan et al., 1979)

Mane et al. (1983a) demonstraram que a EST-6 transferida para
fémeas de D. melanogaster durante a cépula, promove um grande decréscimo em
sua atratividade, dentro das seis horas apds o cruzamento. Este decréscimo na
atratividade da fémeas pode estar relacionado a um aumento do valor adaptativo
dos machos, pois ocorre desperdicio de espefma em fémeas que copulam mais de
uma vez em 24 horas. Ha ainda evidéncias de que, em D. melanogaster, além da
diferenca de atividade entre machos e fémeas, a presen¢a desta enzima nas pernas
e antenas poderia estar envolvida com a degradagao de feroménios sexuais, como
ja observado em lepiddpteros (Healy, 1991).

Scott (1986) confirmou a forte influéncia dessa enzima na
receptividade de fémeas cruzadas; fémeas EST-6* recruzam com uma freguéncia
significativamente menor nas 6 a 18 horas apds o primeiro cruzamento do que
fémeas que nao receberam a enzima (fémeas EST-6°). Entretanto, o autor
demonstrou que nao existe diferenga significativa na atratividade de fémeas
cruzadas com machos EST-6% ou EST-6° dentro das primeiras 10 horas apds o
cruzamento.

Conforme Richmond & Senior (1981), o fluido seminal é transferido
para a fémea nos primeiros trés minutos de cépula, sendo que o macho leva de 24 a
48h para recuperar o nivel da EST-6. Esta enzima €&, apds alguns minutos de
copula, transferida para a hemolinfa, onde permanece até quatro dias (Meikle et al.,
1990). O trabalho de Scott & Richmond (1987) mostrou que o cis-vacenil acetato s6
e transferido para as fémeas apds cinco a seis minutos do inicio da cépula, embora
a interrupgao da mesma, com apenas trés minutos, seja suficiente para induzir um
decréscimo na capacidade de atragao das fémeas.
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Mane et al. (1983a) demonstraram que tanto o vacenol, como o
vacenil-acetato, diminuem o numero de cruzamentos entre casais com fémeas
virgens, quando estas foram tratadas topicamente. Portanto, o éster ou o alcool (cis-
vacenol) sdo considerados como anti-afrodisiacos, promovendo menores
freqliéncias de corte em fémeas inseminadas, reduzindo assim a probabilidade de
novos cruzamentos.

A esterase 6 (EST-6) € uma carboxilesterase (E.C.3.1.1.1) que
hidrolisa preferencialmente o a-naftil-acetato; seu loco (Est-6) é polimérfico para
dois ou mais alelos na maioria das populagées naturais (Wright, 1963). Este autor
mostrou, através da mobilidade eletroforética, que a EST-6 ocorre com duas
variantes, denominadas ESTS e ESTF, controladas por genes alelos codominantes,
localizados na posigao 36,8 do cromossomo 3. Os heterozigotos sintetizam ambas
as variantes, nao sendo formada, entretanto, a forma enzimatica hibrida. Mane et al.
(1983b) purificaram as duas isoformas da EST-6 (6% e 6F) a partir de uma linhagem
polimérfica de D. melanogaster. As enzimas purificadas sao glicoproteinas
monomeéricas com pesos moleculares de 62 Kd, apresentando composi¢ao de
amincacidos semelhante.

Oakeshott et al. (1987) clonaram o gene Est-6 de D. melanogaster,
com oligonucleotideos sintéticos produzidos por seis peptideos tripticos purificados
da proteina esterasica-6. O cDNA foi isolado e hibridizado in situ ao sitio da Est-6 no
cromossomo 3 na regiao 69A1. O clone de cDNA da Est-6 foi de 1,85 Kb, sendo que
a analise de hibridizagao com RNA fraccionado eletroforeticamente e usando o
cDNA como sonda, revelou duas regides transcritas de 168 e de 183 Kb. A
transcricao da sequéncia de cDNA revelou uma proteina de 548 residuos localizada
no brago esquerdo do cromossomo 3, regiao 69A (subsecao A1-A5).

Conforme Collet et al. (1990), em D. melanogaster, o fragmento de
DNA revelou na regiao do gene da Est-6, uma duplicagdo em "tandem" contendo
dois genes funcionalmente diferentes, designados Est-6 e Est-P. A regido de 20 Kb
ao redor da Est-6/Est-P produz no minimo seis transcritos de RNAs . De acordo com
Friedman et al. (1991) e Brady et al. (1991 apud Procunier et al, 1991), em
Drosophila, a natureza colinear dos mapas fisicos e genéticos que estabelecem
como regra que uma banda € representada por um gene, esta sendo alterada, pois,
genes estao sendo associados com bandas e interbandas.

O mapeamento fisico preciso, da regiao, foi realizado por Procunier et
al. (1991) através de uma técnica para hibridizagdo in situ com alto poder de
resolugao (protocolo de Friedman et al., 1991 apud Procunier et al., 1991). Estes
autores confirmaram a existéncia de uma duplicagao do loco Est-6, ja anteriormente
denominado de Est-P. Os exons destes locos mostraram cerca de 66% a 57% de
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homologia de suas seqiiéncias de nucleotideos, sendo que a sonda utilizada para a
Est-6 também detecta a Est-P. Os autores demonstraram que a localizag@o precisa
do gene Est-6 é dentro da subse¢ao A1-A3 do brago esquerdo do cromossomo 3.

Outras espécies de Drosophila também apresentam esterases
exclusivas de machos ou fémeas. Como exemplo podemos citar a Drosophila
aldrichi, que apresenta a esterase-F, uma o«-esterase presente no sistema
reprodutor masculino (Johnson et al.,, 1968; Kambyselis et al., 1968). Em D. dunni
foi determinada uma esterase, também denominada F, com as mesmas
caracteristicas acima (Carrasco et al.,(1984). D. mulleri e D. arizonensis (atualmente
D. arizonae) apresentam duas a-esterases especificas dos machos, EST-10 e a
EST-12, sendo que D. arizonensis possui uma o-esterase, denominada EST-9
presente s6 nos machos e uma a-esterase que ocorre s6 nas fémeas, a EST-7
(Ceron, 1988). Estas enzimas talvez estejam envolvidas em processos reprodutivos,
nestas espécies.

Os dados da literatura apresentados nesta revisao mostram que, a
excegao das colinesterases, esterases do horménio juvenil, esterases que conferem
resisténcia aos inseticidas e a esterase-6 de D. melanogaster para as quais ha
solidas evidéncias de papéis fisiologicos especificos, a fungao para a grande maioria
das esterases permanece especulativa. Entretanto, estas enzimas tém sido
detectadas em todas as fases do desenvolvimento e em muitos tecidos dos insetos,
o que demonstra a importancia desta classe de enzimas no desenvolvimento normal
desses organismos, e reforga a necessidade de novos estudos nesta area.

No presente trabalho utilizou-se como material biolégico o diptero,
forideo, Megaselia scalaris. A familia Phoridae é constituida por 220 géneros, sendo
que, cerca de 1200 espécies pertencem ao género Megaselia. Este é muito
abundante em diversas regides do mundo, ocupando uma grande variedade de
habitats (Robison, 1971). M. scalaris, possui distribuicao cosmopolita, com excegao
de regides aridas, ocorre em regides tropicais e subtropicais, principalmente em
ambientes modificados pelo homem.

Megaselia scalaris, anteriormente denominada como Aphiochaeta
xantina, € um diptero pequeno com aparéncia corcunda. Seu corpo é amarelado,
com manchas marrom escuras e olhos pretos. As caracteristicas morfolégicas
externas de ovos, larvas, pupas e adultos foram descritas por Grandi (1914), Patton
(1922) e Semenza (1953). O ovo é branco com a face superior coberta por
pequenos espinhos e a inferior com manchas hexagonais; seu diametro longitudinal
é de 0,6 mm e o transversal, de 0,2 mm. A larva possui coloragao bege clara, é rica
em gordura, o que impossibilita a observagao dos 6rgaos internos por transparéncia.
O tamanho maximo das larvas que originam machos e fémeas € de 5 e 7,0 mm,
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respectivamente. As pupas sao um pouco menores que as larvas, muito resistentes,
nao apresentando caracteristicas especiais, sendo inicialmente bege-claras e
escurecendo com o desenvolvimento.

Esta espécie apresenta um acentuado dimorfismo sexual, sendo que a
fémea (4 mm) pode chegar ao dobro do tamanho de um macho (2 mm). Na
verdade, existe uma grande variagao de tamanho nos dois sexos. Vetorazzi (1987)
observou que a biomassa das fémeas geralmente excede 30% a 40% a biomassa
dos machos. Carareto & Mourdo (1988) mediram o tamanho de pupas em quatro
linhagens geogréaficas de M. scalaris, constatando que o comprimento e a largura
das pupas que originam fémeas foi, em média, maior do que daquelas que originam
machos. Entretanto, os autores observaram uma sobreposi¢do nas distribui¢des do
comprimento e largura de pupas dos dois sexos, sugerindo que o tamanho da pupa
ndo é um indicador seguro do sexo. Silva (1991) mostrou que as pupas de machos
sao 18% menores e 23% mais estreitas do que as de fémeas. Zanon (1988)
também observou uma variagao acentuada no tamanho de pupas dos dois sexos.

A morfologia dos aparelhos genitais foi descrita por Patton (1922),
Semenza (1953), Haider (1956) e Benner & Curtis (1988). A fémea apresenta dois
ovarios, ligados a camara genital por um oviduto central, o qual € formado a partir de
dois ovidutos laterais. A camara genital recebe dorsalmente os ductos das glandulas
acessorias e na face ventral um ducto que recebe o produto de duas espermatecas.
O macho apresenta na extremidade do abdomen, uma estrutura denominada
forcepes, homéloga ao clasper, que ajuda a segurar a fémea durante a coépula.
Internamente, ocorre um par de testiculos de tamanhos variados, um par de
vesiculas seminais e duas grossas paragénias.

M. scalaris se desloca de forma incomum, com movimentos rapidos e
em saltos, o que representa um padrao unico entre os insetos. De acordo com Miller
(1979), as moscas se deslocam por movimentos breves e rapidos, regularmente
interrompidos por pequenas paradas, onde ficam em completa imobilidade. As fases
de deslocamento e parada tém aproximadamente a mesma duragao, ocorrendo de
cinco a oito vezes por segundo. Durante o deslocamento, a velocidade maxima é
cerca de 80 a 112 vezes o comprimento do inseto por segundo, sendo uma das
mais altas apresentadas neste taxon. O autor explica que, provavelmente, o padrao
de deslocamento poderia servir como estratégia para confundir os predadores, e,
nas paradas, o inseto recuperaria o desgaste e poderia analisar melhor o ambiente.
Assim, o padrao de deslocamento dos forideos apresenta fungao visual e
quimiossensorial, produzindo a orientagao para 0 movimento.

Esta espécie ¢é caracterizada por seus habitos polifagos,
desenvolvendo-se sobre materiais em decomposi¢ao, de origem animal ou vegetal,
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ou ainda sobre fezes humanas ou de animais. Na verdade, os habitos das espécies
desse género sao muito diversificados, sendo que, uma unica espécie pode ser
zodfaga, saprofaga ou ainda endoparasita no estagio larval.

O parasitismo causado por larvas de M. scalaris pode provocar varios
tipos de miiases no homem e nos animais (Patton, 1922), promovendo um grande
interesse médico nos estudos sobre esta espécie. Patton (1922), em seu trabalho
realizado na India, registrou varios casos de miiases no homem e em animais,
envolvendo M. scalaris, sozinha ou associada, com Megaselia rufipes ou Chrysomya
bezziana. O autor descreve que, por ser M. scalaris uma espécie muito comum
naquela regiao, provavelmente a frequéncia de miiases provocadas por este inseto
seja maior do que a registrada. Os casos observados pelo autor incluem miiases
cuténea, oftalmica e intestinal. Singh & Rana (1989) apresentaram um caso de
miiase urogenital em uma paciente com mielite transversa provocada por larvas de
M. scalaris. Priyanond et al. (1973) apud Tumrasvin (1977) relataram um caso de
obstrugao uretral em uma mulher, provocada por larvas de M. scalaris e M. rufipes.
Conforme James (1947); Smith et al. (1973); Zumpt (1965) apud Komori (1978),
larvas da familia Phoridae ocasionalmente causam miiase intestinal humana, devido
a ingestao de alimentos ou agua contaminados com ovos ou larvas das duas
espécies anteriormente citadas. No Japao, casos de miiase intestinal, provocada por
M. spiracularis foram registrados pelos autores Ogawa et al. (1959); Kano et al.
(1962) apud Komori et al. (1978).

Komori et al. (1978) descreveu um caso de miiase pulmonar por M.
spiracularis, que foi inicialmente diagnosticado como tuberculose. Apés a cirurgia,
verificou-se que os nédulos pulmonares eram massas de larvas desse forideo.

Apesar de existirem varios casos de miiases por M. scalaris descritos
na literatura, este assunto foi retomado por Tumrasvin et al. (1977). Os autores
realizaram experimentos onde ratos brancos foram expostos a larvas deste forideo,
oralmente, na genitalia e intraperitonialmente, através de inje¢ao. Nenhum caso de
miiase artificial foi obtido pelos autores, os quais sugeriram que, os casos de
miiases humanas provocadas por este forideo devem ser acidentais, o que nao
diminui a importancia do fato, desde que a saude das pessoas infectadas é
fortemente prejudicada. De acordo com Pessoa (1981) as miiases externas
humanas sao semiespecificas porque as larvas confinam suas atividades ao tecido
necrosado. No entanto, podem disseminar a infecgdo, acentuando a necrose do
tecido sobre o qual vivem.

Megaselia scalaris possui ainda importancia para a saude publica pois,
por desenvolver-se em fezes é considerada como vetor de varios tipos de afecgdes
intestinais, tendo sido considerada como transmissora do Vibrio comma, agente
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etiolégico da célera nas Filipinas (Bohart & Gressit, 1951; El-Miniawi, 1965 apud
Prawirodisastro & Benjamin (1979).

Existe também um interesse econdmico no estudo desta espécie.
Conforme Walter & Wene (1951), M. scalaris tornou-se praga para a lavoura de
milho do Texas, Estados Unidos, pois suas larvas parasitam espigas verdes,
provocando prejuizos. Robinson (1971) relatou a ocorréncia desta espécie em
brotos de abacaxi. Zanon (1991) observou invasdes espontaneas e experimentais
deste forideo em coldnias de Apis mellifera, nas quais suas larvas atacam larvas
vivas de A. mellifera, e ainda, alimentam-se de mel e polén, provocando o abandono
da colméia pelas abelhas. Macieira et al. (1983) citam em seu trabalho a observagao
de Leal (comunicagao pessoal) sobre o ataque de larvas de M. scalaris a colmeéias
de Meliponini. Neste caso, as larvas do forideo atuam destruindo os érgaos internos
e tecidos da abelha hospedeira. Pickel (1928) observou larvas de forideos em
colméias de Melipona ruficrus e Apis mellifera. O autor observou que as invasoes
geralmente ocorrem em colméias fracas e que provavelmente as moscas sao
atraidas pelo cheiro forte do polén fermentado.

Garris (1983) observou larvas de M. scalaris infestando colénias de
laboratério de duas espécies de carrapatos, Amblyomma variegatum e Anocentor
nitens. As larvas eram encontradas alimentando-se do interior de fémeas mortas, de
ovos, que por isso deixaram de eclodir, e de fungos que se acumularam nas caixas
de manutencao das colénias. O autor ressaltou a surpreendente invasao de uma
caixa utilizada em experimentos para testes de suscetibilidade a acaricidas tais
como permetrina, crotoxyphos e amitraz.

Rocha et al. (1984) demonstraram através de experimentos que M.
scalaris entravam nos recipientes onde houvesse fémeas engorgitadas do carrapato
Boophilus microplus. As invasdes ocorreram em condi¢oes de campo ou de
laboratério, mostrando que fémeas vivas ou mortas de B. microplus atraiam as
moscas. Os autores observaram que a umidade influencia diretamente o ciclo
evolutivo das duas espécies envolvidas, e concluiram que a infestagcao de
populagdes de carrapatos por larvas de M. scalaris tornava-se mais grave quando a
umidade do ar ultrapassava 30%, com a invasao de fémeas partendginas, que
tinham sua cuticula perfurada pelas larvas que se desenvolviam até imagos.

Dentre as espécies de forideos, M. scalaris é provavelmente conhecida
por entomologistas do mundo todo. Conforme Robinson (1975), adultos e larvas
deste forideo invadem freqlientemente col6nias de insetos de laboratério. As larvas
infestam o alimento, insetos mortos dentro da colénia ou detritos que se acumulam
nos recipientes de manutengao e criagao. Os adultos sdo, as vezes, observados nos
recipientes ou voando no laboratério. O autor descreveu a infestagao de M. scalaris
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em coldnias experimentais de baratas, especialmente quando ha superpopulagéo e
excesso de residuos, como insetos mortos e fezes, nos recipientes. O autor sugere
que estas infestagées podem ser controladas sem o uso de inseticidas, mantendo
as colénias em locais limpos e arejados. Entretanto, a ampla distribuicdo e os
habitos alimentares diversificados, apresentados por este forideo, tornam
praticamente impossivel sua eliminagao dos laboratérios.

Disney (1976) relatou ter coletado ovos de caramujos de jardim
infestados por M. ciliata. Devido a existéncia de outros registros de espécies deste
género com mesmo habito alimentar, o autor sugere que, talvez, a associagao
desses forideos com ovos de caramujos, seja caracteristico do subgénero
Aphiochaeta (género Megaselia). '

Existem na literatura varios trabalhos sobre Megaselia halterata, por
ser esta espécie conhecida como a pior praga da cultura de cogumelos (Richardson
et al. 1977; Richardson & Hesling, 1977, 1978; Binns et al., 1979; White, 1981). As
larvas se alimentam do micélio, diminuindo a produtividade, quando a densidade
excede a 100 larvas por 30g de micélio. Além disso, os adultos espalham doencas
que atacam os cogumelos, por exemplo esporos de Verticilium fungicola (White
1981a). O combate a invasdes, por tratamento com inseticidas, foi estudado por
White (1979) que testou a permetrina e o methoprene. Os resultados obtidos pelo
autor mostraram que o methopreno € mais ativo que a permetrina, no entanto os
insetos sao pouco susceptiveis. White (1981) encontrou resultados positivos no
controle de M. halterata com aplicagdes de diclorvos realizadas, periodicamente,
com um pulverizador automatico. Devido as dificuldades do controle desse forideo
com inseticidas, alguns estudos alternativos, com controle biologico, tém sido
desenvolvidos. O Howardul husseyi, um nematoda endoparasita deste forideo capaz
de causar esterilidade nas fémeas, parece ser um promissor agente de controle
(Richardson & Chanter,1979; 1981).

Os trabalhos sobre a biologia e ecologia de M. scalaris (El-Miniawi &
Moustafa, 1965; Prawirodisastro & Benjamin, 1979; Trumble & Pienkowski, 1979;
Benner & Ostermyer, 1980; Macieira et al. ,1983), tratam de varios aspectos do
ciclo de vida deste inseto tais como duragao das fases do ciclo biolégico,
longevidade dos imagos, razao de sexo, comportamento sexual, periodo de
fertilidade e numero de ovos postos por fémea; entretanto, os resultados gerais,
mostram-se controversos ressaltando a necessidade de novos estudos.

A duragado das fases do desenvolvimento foi estudada por muitos
autores em temperaturas que variaram de 14,5 a 35,2°C (Zanon, 1982; Trumble &
Pienkowsy, 1979). Vetorazzi (1993) apresentou um quadro de comparagao dos
resultados obtidos por varios autores, para a duragao das fases do ciclo bioldgico e
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para a longevidade dos imagos. Conforme revisao feita pela autora, a temperatura é
um importante fator na diferenciagdo da duragao de cada fase, mas nao o Unico a
influenciar o tempo de desenvolvimento, devendo-se considerar também os efeitos
da umidade.

Conforme Mainx (1964), M. scalaris € um organismo interessante para
estudos genéticos, por apresentar um tipo diferente de determinagdo do sexo. A
determinagdao do sexo masculino depende da presenga de um segmento
cromossOmico portador de genes epistaticos, que pode ligar-se, por translocagao, a
extremidade de qualquer um dos trés cromossomos presentes nesta espécie. Esta
subunidade cromossdmica foi denominada de "sex-realizer".

O presente trabalho tem como objetivo o estudo do padrao de
esterases de varias fases do desenvolvimento de M. scalaris, utilizando a técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida. A verificagao da existéncia de variagdes no
padrao de esterases no decorrer do desenvolvimento deste inseto, poderia indicar a
presengca de mecanismos reguladores que agem em fases especificas do
desenvolvimento e diferenciagdo. Espera-se com este trabalho contribuir para
melhorar o conhecimento da biologia desta espécie, que além de possuir um
interesse medico e econémico, também revelou-se muito interessante para o estudo
genético, tendo em vista os diferentes padroes de heranga observados para as
esterases, relacionados talvez ao padrao incomum de determinagdo sexual

apresentado por este inseto. Além disso, o estudo das esterases mostra-nos o
polimorfismo individual e interlinhagens, que é a medida direta da variabilidade
genética das populagdes estudadas desta espécie. Este é o primeiro trabalho
relacionado ao estudo das esterases em Megaselia scalaris.
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Il. MATERIAL E METODOS
II.1. Linhagens

Neste trabalho foram utilizadas quatro linhagens de Megaselia scalaris.
A Tabela 1 apresenta a denominagao e a procedéncia nas linhagens.

Tabela 1. Linhagens de Megaselia scalaris e
suas procedéncias.

Linhagens Procedéncia
CG Campo Grande - RJ
CcP Campinas - SP
RP Sao José do Rio Preto - SP
PAR Paranaiba - MS

As linhagens CG e CP tém sido mantidas no Departamento de Biologia do Instituto
de Biociéncias e Ciéncias Exatas de Sdo José do Rio Preto, UNESP, ha mais de 10
anos e foram cedidas pela Profa. Dra. Claudia M. A. Carareto. As linhagens PAR e
RP foram introduzidas no laboratorio pela autora deste trabalho. A linhagem PAR foi
estabelecida a partir de moscas coletadas sobre fezes de bovinos, em estabulos da
Fazenda Unido das indias, a 60 Km de Paranaiba - MS, em fevereiro de 1993. A
linhagem RP foi fundada a partir de moscas coletadas em iscas contendo leite
fermentado e ragdo para gatos, em agosto de 1994, nesta cidade.

Populagdes estoques destas linhagens foram mantidas em garrafas de
vidro de 250 ml, contendo meio de fuba-araruta (Mourdao, 1987), em camara de
temperatura a 25°C, com repiques a cada duas semanas.

Il.2. Obtengao das amostras
11.2.1. Adultos

Machos e fémeas foram coletados através do seguinte procedimento:
moscas do estoque foram mantidas, para cruzamentos em massa e postura, em
frascos de 250 ml de capacidade contendo meio de fuba-araruta, por cinco dias e
em seguida, transferidos. Os frascos contendo a progénie desses cruzamentos em
massa foram reservados para a coleta dos imagos. Assim que estes emergiam dos
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casulos, eram coletados, anestesiados com éter, separados por sexo e mantidos,
em grupos de 10 a 15 individuos, em tubos de vidro contendo meio de banana-agar,
onde eram deixados até atingirem cinco dias de idade, quando entdo, eram
utilizados para a analises eletroforéticas. O meio de banana-agar foi utilizado, neste
procedimento, por ser mais homogéneo e consistente, o que impedia a morte
acidental das moscas. Moscas nao utilizadas de imediato para as eletroforeses
foram congeladas a -20°C e mantidas por até 90 dias antes de serem analisadas.

[1.2.2. Larvas, pupas e casulos

Larvas de 1° e 2° estadio foram coletadas em placas de petri com meio
de fuba-araruta adaptadas a caixas de acrilico (conforme descrito no item 11.3). As
larvas foram transferidas para uma placa escavada contendo solugao fisiologica
para insetos (Demerec & Kaufmann, 1945) lavadas por trés vezes, centrifugadas a
800 x g por dois minutos em tubos eppendorf e entao, congeladas a -20° C, até a
realizagao das eletroforeses.

Nos experimentos de comparagao do padrao de esterases ao longo do
desenvolvimento, procurou-se manter a mesma concentragao de proteina para cada
estadio analisado (aproximadamente 150 pug de proteina por amostra). Portanto, a
quantidade de larvas utilizadas para compor as amostras foi diferente para cada
estadio analisado. Para larvas de 1° estadio, cada amostra era constituida de 100
larvas; para o 2° estadio foram coletadas 40 larvas. Larvas de 3° estadio, eram
coletadas entre aquelas que ja tinham abandonado o meio de cultura e vagavam
pela parede das garrafas. As pupas também foram coletadas diretamente na parede
das garrafas, apos terem sido umidecidas com um pincel embebido em solugao
fisiologica de insetos. Apds a coleta, as larvas de 3° estadio e as pupas foram
lavadas também em solugao fisiolégica, enxugadas em papel absorvente e, em
seguida, congeladas individualmente a -20°C em tubos eppendorf, para posterior
analise.

Os casulos vazios também foram obtidos na parede das garrafas. Apds
a eclosao das moscas os casulos eram previamente descolados com auxilio de um
pincel embebido em solugdo fisiolégica, lavados para eliminagdo de possiveis
acaros, secos em papel absorvente, e congelados a -20° C em grupos de 5 ou 10
casulos por tubo eppendorf.
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11.3. Tempo de desenvolvimento

A coleta de individuos nas diversas fases do desenvolvimento
analisadas neste trabalho foi precedida por um estudo do tempo de duragao de
cada fase do desenvolvimento de Megaselia scalaris, realizado em caixas de
populagdo, para as linhagens CG e PAR, conforme descrito em Bicudo &
Richardson (1978) . Essas caixas sao de acrilico, com pés de 3 cm de altura e
dimensodes de 16x16x16 cm. Apresentam duas aberturas em sua base, nas quais
adaptam-se placas de Petri com meio de cultura, para alimentagdao e ovoposigao.
Ha também uma abertura lateral, para a introdugao das moscas, que é fechada com
uma rolha contendo um orificio na sua parte central, vedado com algodao para
arejamento. As caixas apresentam ainda, na sua parte superior, uma tampa que
pode ser removida para limpeza.

No presente trabalho, as caixas de populagao foram preparadas com
200 casais para as linhagens CG e PAR. Os machos e fémeas virgens foram
mantidos separados até trés dias de idade, antes de serem introduzidos nas caixas.
Apds um periodo inicial de 24 horas, as placas de petri com meio de fuba-araruta
passaram a ser trocadas, varias vezes, em intervalos de duas horas. O desenvolvimento
foi acompanhado, nessas placas, através de seis observagdes diarias com auxilio
de lupa. O reconhecimento das fases larvais foi baseado nas trocas de mudas, no
tamanho e aspecto do aparelho bucal ou aparecimento de cuticula com espiculos
laterais, nas larvas de 3° estadio final. A fase de pupa foi acompanhada até o
aparecimento dos imagos, transferindo-se as pupas brancas para tubos sem meio.
Todas as observagdes foram realizadas dentro da camara de temperatura a 25°C.

Assim, foram determinados os seguintes periodos para as varias fases do
desevolvimento de Megaselia scalaris, calculados a partir do tempo médio obtido
para cada fase, nas duas linhagens:

- Periodo embrionario: compreendido entre a ovoposigao por duas horas e a
emergéncia das primeiras larvas. Corresponde a 20,8 horas.

- L1 (larvas de 1° estadio): apresentam grande movimentagao sobre o meio. Nesta
fase nao sao observados os espiraculos, apresenta duragcao média de 27,7 horas.
Para a eletroforese foram coletadas larvas de 1° estadio com aproximadamente 34
horas de desenvolvimento, a partir do periodo de ovoposigao.

- L2 (larvas de 2° estadio): as larvas ja sofreram a primeira muda, apresentando
também movimentagao sobre o meio. No final deste periodo, que apresenta
duragdao de 37,5 horas, o0s espiraculos posteriores sao visiveis, com uma cor
amarelada. Nos experimentos de eletroforese, foram utilizadas amostras de larvas
de 2° estadio com aproximadamente 70 horas, a partir da ovoposigao.
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- L3 (larvas de 3° estadio): Este periodo do desenvolvimento teve duragao de
aproximadamente 100 horas, e foi subdividido em duas fases:

- L3a (larvas de 3° estadio inicial): organismos que ja sofreram a segunda muda, sao
muito ageéis, encontram-se imersos no meio formando galerias. Apresentam
espiraculos posteriores bem amarelados e possuem aproximadamente 130 horas de
desenvolvimento.

- L3b (larvas de terceiro estadio tardio): organismos ainda maoveis mas nao muito
agéis, que ja sairam do meio e localizam-se nas paredes ou na tampa da placa de
Petri. Muitos apresentam a formagao de uma cuticula rigida com espiculas laterais.
Nos experimentos de eletroforese utilizamos larvas de 3° estadio tardio, com
aproximadamente 170 horas, a partir do periodo de ovoposi¢ao.

- P (pupas): Periodo que apresentou a maior dispersao entre os individuos,
apresentando em meédia 304,4 horas de duragdo. Nesta fase do desenvolvimento,
devido ao acentuado polimorfismo sexual desta espécie, fizemos uma separagao
entre pupas grandes e pequenas, as quais geralmente originaram fémeas e
machos, respectivamente. A duragao do periodo de pupas pequenas foi de 281,7
horas e para as pupas grandes de 327,2 horas. Além disso, o periodo de pupa foi
subdividido em duas fases para facilitar o acompanhamento das modificagdes ao
longo do desenvolvimento:

- Pa (pupas amarelas): organismos com aproximadamente 250 horas, imodveis,
presos a parede da placa . Apresentam cuticula externa de cor amarela-palha.
Foram utilizadas, para anadlise eletroforética, pupas amarelas grandes e pequenas.

- Pp (pupas pretas): organismos com cerca de 410 horas de cor marrom-escura,
pode-se observar o corpo do imago ja formado, através da cuticula que nesta fase e
mais transparente. Foram utilizadas, para analise, pupas pretas grandes e
pequenas. Nessa fase pode-se, as vezes, confirmar o sexo da mosca pela
transparéncia do casulo.

- Imagos (adultos): abrangendo machos e fémeas desde recém-eclodidos,
apresentando asas fechadas, até aqueles que ja atingiram a forma adulta definitiva.
Para a analise dos padroes de esterases em adultos foram utilizados organismos
com cinco dias de idade.
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I1.4. Cruzamentos
[1.4.1. Cruzamentos em massa

Cruzamentos em massa foram realizados em garrafas de 250 ml,
contendo meio de fuba-araruta, para as quatro linhagens estudadas, visando a
obtengao de fémeas e machos, como descrito no item 11.2.1. Cruzamentos em
massa interlinhagens foram realizados nas mesmas condigdes experimentais, com o
objetivo de se verificar a viabilidade dos mesmos. Esses cruzamentos foram
mantidos até a terceira geragdo e depois descartados. Cruzamentos em massa
também foram realizados para as linhagens CG e PAR em caixas de populagao,
para obtencao de larvas em estadios definidos do desenvolvimento, como descrito
no item 11.3.

I1.4.2. Cruzamentos por casal

Cruzamentos por casal, intra e interlinhagens, foram realizados em
tubos contendo meio de banana-agar. Os cruzamentos interlinhagens envolveram
machos e fémeas da linhagem RP cruzados com moscas das demais linhagens.
Para maior seguranc¢a, todos os cruzamentos por casal foram montados colocando-
se num mesmo tubo uma pupa preta grande (fémea) e uma pequena (macho), ja
que encontra-se descrito na literatura que as fémeas desta espécie copulam
imediatamente apds a eclosao (Mainx, 1964)

Tanto nos intra como nos intercruzamentos a porcentagem de "acerto"
foi superior a 70%. Destes, mais de 50% originaram progénie. Os casais e
descendentes desses cruzamentos foram congelados ao atingirem cinco dias de
vida e, posteriormente, analisados por eletroforese.

[1.5. Analise Eletroforética

11.5.1. Preparo dos géis

Para a analise eletroforética foram utilizados géis de poliacrilamida.
Este tipo de gel consiste na formagdao de uma "malha" tridimensional entre o
mondémero acrilamida e seu co-mondmero de ligagdo cruzada, a N, N
metilenobisacrilamida (BIS), por uma reagao de polimerizagao, auxiliada por
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catalisadores. Geralmente sao utilizados como catalisadores o persulfato de aménio
e o TEMED (N, N, N', N' tetrametilenodiamina).

As solugdes estoques e tampdes empregados neste trabalho para o
preparo dos géis foram adaptadas dos trabalhos de Davis (1964) e Laemmli (1970),
sendo as seguintes:
a. Solucao A: (acrilamida/bisacrilamida) preparada com 30 g de acrilamida e 0,8 g
de bisacrilamida dissolvidas em agua destilada para um volume final de 100 ml.
Essa solugao foi filtrada em papel de filtro e mantida em frasco escuro na geladeira.
b. Solugao A': (acrilamida/bisacrilamida modificada) preparada com 15g de
acrilamida e 0,8 g de bisacrilamida dissolvidas em agua destilada para um volume
final de 50 ml, com os mesmos requisitos da anterior.
c. Tampao do gel de separacgao (4x concentrado): Tris 1,5 M ajustado a pH 8,8 com
HCI 6 M. Deve ser mantido em frasco escuro, na geladeira.
d. Tampao do gel de empilhamento (4x concentrado): Tris 0,5 M ajustado a pH 6,8
com HCI 6M . Mantido em frasco escuro, na geladeira.
e. Solugao de persulfato de aménio a 2%, recém preparada. Alternativamente, esta
solugdo pode ser mantida no freezer e descongelada na hora do uso. O persulfato
de aménio em po deve ser armazenado em dessecador para evitar a sua
hidratagao.
f. TEMED (N, N, N, N, tetrametilenodiamina) com aproximadamente 99% de pureza,
deve ser o ultimo componente adicionado a solugéo, dando inicio a polimerizagao.

Neste trabalho foram utilizados géis, com 1 mm de espessura,
polimerizados em placas de vidro, num sistema descontinuo de pH e tampdes. O gel
de separagao, a 10% de concentragao, foi preparado em tampao Tris-HCI 0,37 M,
pH 8,8. As placas foram mantidas na posigao vertical, ao abrigo da luz, por 30
minutos, para formagdo do gel. Sobre este gel confeccionava-se o gel de
empilhamento a 4% de concentragao, em tampao Tris-HCI 0,125M, pH6,8. Neste
ultimo, adaptou-se um pente de acrilico com 15 ou 20 dentes, para a formagédo dos
pogos de aplicagao das amostras. Apds 30 minutos para a polimerizagédo, o pente e
o espagador inferior eram retirados e as placas adaptadas a uma cuba vertical de
acrilico, com auxilio de quatro garras. O modelo da cuba de eletroforese
possibilitava a adaptagao de dois conjuntos de placas ao mesmo tempo, permitindo
a analise simultanea de 30 ou 40 amostras (dependendo do pente de acrilico
utilizado no preparo dos géis).
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[1.5.2 Preparo das amostras e Condig¢des da Eletroforese

As amostras (larvas, pupas, casulos ou moscas adultas) foram
maceradas a 0°C, em tampao de amostra (Tris-HCI 0,1 M, pH 6,8, contendo glicerol
a 10% e azul de bromofenol 0,001%), com auxilio de um bastao de vidro e, em
seguida, centrifugadas a 1000 x g, por 3 minutos. Amostras de larvas de 1° e de 2°
estadio foram maceradas em volumes que variaram de 50 a 100 pl do tampéao
acima, para obter-se uma concentragao de proteina de aproximadamente 150ug. As
amostras de larvas de 3° estadio, pupas e de moscas adultas foram maceradas
individualmente em 25ul a 40ul do tampéao para a obtengdao da mesma concentracao
de proteinas. Para os casulos as amostras foram preparadas com 5 ou 10 casulos
vazios, que eram macerados em 25 ou 50ul. Em alguns experimentos, os casulos
foram macerados no tampao de amostra, contendo Triton X-100 a 1% ou
desoxicolato de sédio a 0,1%. Volumes de 10 ul do sobrenadante de cada amostra
eram aplicados no gel.

Apds a aplicagdo das amostras, os géis foram submetidos a
eletroforese por 3 horas, a uma voltagem constante de 200V a temperatura
ambiente, utilizando-se para o preenchimento.dos compartimentos superior e inferior
da cuba, um tampao Tris-glicina 0,1M, pH 8,3.

I1.6. Tratamento dos Géis para a ldentificagdo das Esterases

‘ A identificagdo da bandas com atividade esterdsica nos géis, foi
baseada nos métodos de coloragao descritos por Johnson et at. (1966) e Steiner &
Johnson (1973) modificados por Ceron (1988). Apds a eletroforese, os géis foram
pré-encubados por 60 minutos, a temperatura ambiente, em 50 ml de tampao
fosfato 0,1 M, pH 6,2. Em seguida, procedia-se a reagao de coloragao por mais 60
minutos com uma solugao recém-preparada e filtrada, contendo 15 mg de beta-naftil
acetato, 20 mg de alfa-naftil acetato, 60 mg de Fast Blue RR Salt e 5 ml de n-
propanol, dissolvidos em 50 ml de tampao fosfato C,1M, pH 6,2. As atividades da
alfa e beta esterases foram visualizadas nos géis como bandas de coloragao pretas
ou vermelhas, indicando a hidrélise preferencial do alfa ou do beta naftil acetato,
respectivamente. Em alguns experimentos o a e o B-naftil acetato foram substituidos
por a e o B-naftil butirato, mantendo-se as demais condigdes.

Apos a coloragao, os géis foram tratados com 100 ml de uma solugao
de descoloragdao contendo acido aceético, alcool etilico comercial e agua na
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propor¢do de 1:2:7, por 24 horas. Os géis foram entdo conservados em uma
solugao de acido aceético a 7,5% e glicerol a 10%, até o momento da secagem.

I1.7. Teste com Inibidores

Nestes testes foram utilizados os seguintes compostos: sulfato de
eserina, prostigmina, malathion, fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF= phenylmethyl
sulfonyl fluoride), sulfato de cobre, e p-cloromercuribenzoato (PCMB). As amostras
foram maceradas em 40 pl de tampao de amostra e um volume de 8ul de cada
amostra, aplicado em quatro géis. Esses géis continham, portanto, as mesmas
amostras que foram tratadas com diferentes inibidores, apds a eletroforese. A
adigao dos inibidores, com excec¢ao do sulfato de cobre e do p-cloromercuribenzoato,
foi feita durante a pré-incubagao e na solugao de coloragao. Um dos géis foi pre-
incubado e corado seguindo-se o procedimento normal, sem qualquer inibidor
(controle).

Os experimentos com sulfato de cobre e com o p-mercuribenzoato
foram realizados com a adigao destes compostos, ja na preparagao das amostras, e
depois na pré-incubagao e coloragao dos géis. A concentragao final do p-
mercuribenzoato utilizada foi de 0,1 mM e para o sulfato de cobre, 0,75 mM. O
PMSF foi utilizado na concentragao de 1 mM, sendo previamente diluido em 1 ml de
metanol. Eserina e prostigmina nas concentragcoes de 1 mM foram dissolvidas
diretamente na solugao de pré-incubacao e na solugao corante. O malathion, na
concentragao de 0,7 mM, foi pré-diluido em 1 ml de acetona e, em seguida,
adicionado ao tampao de preé incubagao e solugao coloragao.

I1.8. Secagem dos géis

A secagem dos géis foi baseada no método de Ceron et al. (1992).0s
géis foram retirados da solugdo conservante e, em seguida, banhados em uma
solugao de gelatina comercial a 5%, prensados em um bastidor entre duas folhas de
papel celofane e deixados a temperatura ambiente por trés a quatro dias para a
secagem . Com este procedimento, os géis sofrem desidratagao, transformando-se
em uma fina pelicula entre as folhas de celofane que entao podem ser recortadas e
guardadas para futuras analises.
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11.9. Dosagem de proteinas

As dosagens de proteinas foram realizadas segundo o método de
Lowry et al. (1951), utilizando-se a albumina sérica bovina (fragao IV da Sigma)
como padrao. As medidas de absorbancia foram realizadas a 660 nm, num
espectrofotometro UV-VIS, mod B342 da Micronal.

11.10. Analise estatistica

Foram aplicados o teste t de Student para comparagao entre medias
e 0 X2 para a homogeneidade.
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lll. RESULTADOS
lll. 1. Dados sobre a biologia de Megaselia scalaris

A Figura 1 e a Tabela 2 mostram a duragdo média, em horas, das
fases de ovo, larvas (primeiro, segundo e terceiro estadios) e pupas que originaram
machos e fémeas nas linhagens CG e PAR de Megaselia scalaris. A Tabela 2
também apresenta as diferencas de duragdo, em horas, de cada fase do
desenvolvimento, entre essas linhagens. Pode-se observar que o periodo de pupa
foi o mais longo e o que apresentou maior variagao interlinhagens. Além disso, a
duragao deste periodo € menor nas pupas que darao origem a machos do que
naquelas que originarao as fémeas, resultando na diferenca no tempo de
desenvolvimento entre os dois sexos, conforme indicado na Figura 1.

O tempo de desenvolvimento médio dos imagos machos da linhagem
CG foi de 18,8 dias, enquanto nas fémeas foi de 21,7 dias. Na linhagem PAR, o
periodo ovo-imago foi, em meédia, de 19,5 dias para machos e 21,4 dias para
fémeas. Deve ser observado que, embora houvesse uma tentativa de sincronizacao do
periodo de ovoposi¢cao (2 horas), ocorreu uma acentuada dispersao individual na
duragao das fases, principalmente entre as pupas, o que resultou numa variagao no
periodo ovo-imago de aproximadamente dois dias, comparando-se 0os machos entre
si. O mesmo ocorreu com as fémeas de ambas as linhagens.

Além da observacao das varias etapas do desenvolvimento das
linhagens CG e PAR de Megaselia scalaris, amostras de larvas de 1°, 2° e 3°
estadios (L1, L2, L3), pupas amarelas (PA), pupas pretas fémeas (PPF), pupas
pretas machos (PPM), fémeas (F) e machos (M), foram coletadas e utilizadas para a
dosagem de proteinas. Para L1 e L2, foram coletadas trés amostras independentes,
contendo 100 e 40 larvas respectivamente. Para as demais fases, utilizamos seis
amostras individuais, todas as amostras foram maceradas e centrifugadas sendo
duas repeticbes do sobrenadante utilizadas para as dosagens. Os resultados
obtidos estao sumarizados na Tabela 3. Pode ser observado que a fase de larva de
3° estadio foi a que apresentou o maior conteudo de proteinas, em ambas as
linhagens. Esses dados mostram ainda que o conteido em proteinas sollveis das
fémeas de Megaselia scalaris é cerca de 2,5 vezes maior do que o observado para
machos. Esses resultados foram importantes para assegurar que nos experimentos
de andlise das esterases de Megaselia scalaris, envolvendo varias fases do
desenvolvimento, aproximadamente a mesma quantidade de proteina dos
sobrenadantes das diferentes amostras analisadas, fosse aplicada no gel (+ 150 pg
de proteina/amostra).
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1
2

L L3

Fases do Desenvolvimento

Figura 1. Duracdo média (em horas) da fase embrionaria (EMBR), de larvas
(de primerio, segundo e terceiro estadios (L1, L2, L3) e de pupas
que originaram machos (PM) ou fémeas (PF) das linhagnes CG e
PAR de Megaselia scalaris.
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Tabela 2. Duragdo média (em horas) das fases do periodo

embrionario,

larvas 1°, 2° e 3° estadios (L1, L2, L3) e

pupas (machos e fémeas) das linhagens CG e PAR de
Megaselia scalaris.

L1

L2

L3
Pupa Fémea
Pupa Macho

5

6
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Tabela 3.

Quantidade de proteina (pg/individuo),
observada em larvas de 1°, 2° e 3°
estadios (L1, L2, L3), pupas amarelas
(PA), pupas pretas fémeas e machos
(PPF, PPM), e em fémeas (F) e machos
(M), das linhagens CG e PAR de
Megaselia scalaris.

Linhagens/[Proteina]

CG PAR

4,28 +0,13 3,56 £ 0,987

10,0 +0,466  * 10,78+ 1,119
546,97 + 89,09 482,44 + 86,45
450,57 £ 39,87 246,32 + 42,27
301,06 + 32,68 245,51 +£40,61
159,72 £27.79 96,00 + 26,51
233,12 78,26 23,83 + 87,87

87,01+ 6,15 96,41 + 13,21
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lll.2. Padrao de Esterases nos Adultos

O padrao de esterases nos adultos de Megaselia scalaris foi obtido
analisando-se 130 individuos, 65 machos e 65 fémeas, com cinco dias de idade,
das linhagens CG, CP, RP e PAR, num total de 520 individuos. As fémeas da
linhagem CG apresentaram um total de 33 bandas. Ja nas linhagens CP, RP e PAR,
esses numeros corresponderam a 32, 35 e 36 respectivamente. Para os machos
observou-se um total de 28 e 29 bandas para as linhagens CG e CP e, 34 bandas
para as demais. Nas Figuras 2 e 3 sao apresentados, de forma esquematica, os
zimogramas de todos os padrées de esterases observados nas fémeas e nos
machos. Nessas figuras levamos em conta todas as bandas existentes nos 65
individuos analisados para cada linhagem, dos dois sexos, numerando-as
consecutivamente a partir da banda de migragao mais rapida.

Nos zimogramas (Figuras 2 e 3), a coluna central corresponde ao
padrao mais frequente de bandas, representado na linhagem CG por uma seta.
Uma comparagao entre os padrdes gerais de cada linhagem, revela que a banda
numero 1 nao foi detectada nas linhagens CP e PAR, tanto em machos como em
fémeas. A banda numero 3 foi detectada nas fémeas da linhagem CG e em fémeas
e machos da linhagem PAR. A banda 6 nao foi observada nos machos da linhagem
PAR. Ja a banda 9 somente foi encontrada nas linhagens CP e RP em ambos os
sexos, ao passo que a banda 10 esteve ausente apenas nas fémeas da linhagem
PAR. A banda de nuimero 12 nao foi detectada nos machos da linhagem CG,
enquanto a banda 13 s6 apareceu nos machos e fémeas da linhagem RP. Ja a
banda 14 foi observada nos machos e fémeas da linhagem RP e também nos
machos da linhagem PAR. A banda 16 esteve ausente apenas nos machos da
linhagem PAR, enquanto a banda 17, ocorreu somente em fémeas da linhagem RP.
A banda 19 somente foi detectada em fémeas, estando presente em todas as
linhagens. A banda de nimero 22, s¢ foi observada na linhagem PAR, em ambos os
sexos. A de numero 24 foi observada em machos das linhagens RP e PAR e, nas
fémeas da linhagem PAR. A banda 26 apareceu nos machos CG, RP e PAR e nas
fémeas da linhagem PAR. Ja a banda 29 somente nao foi detectada em machos
RP, enquanto que, a banda 30 s6 apareceu em fémeas da linhagem PAR. A banda
33 ocorreu nas fémeas das linhagens CG e CP e, nos machos da linhagem CG. Por
outro lado a banda 36, esta ausente nos machos e fémeas da linhagem CG,
enquanto a 37 so esteve presente nos machos da linhagem PAR. A presenca da
banda 40 e 43 sé foi registrada em fémeas e machos da linhagem PAR. A banda de
numero 44 nao foi detectada em machos da linhagem CG. A 45, presente nas
fémeas das quatro linhagens, foi também observada nos machos da linhagem RP.
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FIGURA 2 . Zimograma representativo das bandas com atividade esterdsica em fémeas com
cinco dias de idade, das linhagens CG, CP, RP e PAR de Megaselia scalaris.
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FIGURA 3. Zimograma representativo das bandas com atividade esterdsica em machos com
cinco dias de idade, das linhagens CP, RP e PAR de Megaselia scalaris.
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No conjunto as bandas 2, 4, 5, 7, 8, 11, 15, 18, 20, 21, 23, 25, 27, 28, 31, 32, 35,
38, 39, 41, e 42 foram comuns a todas as linhagens e a ambos os sexos. Com
excegao da banda 19 observada somente em fémeas, a comparagédo realizada
entre os sexos, para as quatro linhagens, revela que as esterases observadas sao
comuns entre os dois sexos.

Pode-se ainda observar nos zimogramas das Figuras 2 e 3 que
algumas das esterases de Megaselia scalaris apresentam especificidade pelo -
naftil acetato enquanto outras preferem o a-naftil acetato e, ainda, um conjunto de
esterases que nao tem preferéncia por um ou outro substrato. Nos zimogramas os
retangulos claros indicam preferéncia das enzimas pelo B-naftil acetato, as quais
sao visualizadas nos géis como bandas vermelhas. Os retadngulos pretos, denotam
preferéncia das esterases pelo a-naftil acetato. Essas enzimas sao visualizadas nos
géis como bandas pretas. Como ja salientado, algumas esterases nao mostraram
especificidade por um dos substratos em particular, corando-se nos géis em marrom
e estao representadas no zimograma como retangulos hachuriados. As bandas 2, 3,
13 a 17, 22, 23, 43 a 45 mostraram preferéncia para a hidrélise do -naftil acetato,e
portanto foram classificadas como p-esterases. Ja as bandas 31 a 36 foram coradas
frente aos dois substratos, e as enzimas correspondentes foram classificadas como
a/f esterases. As demais bandas, resultantes da atuagdo de enzimas que
preferencialmente hidrolisaram o a-naftil acetato, foram consideradas a-esterases.

As Figuras 4 e 5 mostram o comportamento das esterases de
Megaselia scalaris coradas separadamente com o a. ou com o B-naftil acetato. Pode
ser observado que os substratos foram hidrolisados pela maioria das esterases, as
quais foram visualizadas como bandas pretas ou vermelhas, dependendo do tipo do
naftil acetato utilizado. Entretanto, nota-se que as esterases correspondentes as
bandas 1, 27, 38 e 39 ndo foram detectadas na presenga do B-naftil acetato (Figura
5). Esses resultados também mostraram que existe uma variagdo de intensidade
das bandas quando os géis sao corados com os substratos, separadamente,
indicando uma certa diferenga de atividade das enzimas frente aos mesmos. Por
exemplo, as bandas 2, 15, 16 e 17 sdao mais intensamente coradas pelo B-naftil
acetato do que pelo a-naftil. Ja as esterases correspondentes as bandas 4, 5, 8, 9,
10, 11, 12, 41 e 42 coram-se mais fortemente pelo a-naftil acetato.

Os resultados apresentados nas Figuras 6 e 7 mostram a atividade das
esterases de Megaselia scalaris utilizando-se o o e o B-naftil butiratos, em
comparagao com o o e o B-naftil acetatos. Os experimentos foram realizados nas
mesmas condigdes, sendo que as mesmas amostras, de cada linhagem, foram
submetidas a coloragdo com os diferentes substratos na concentragdo de
20mg/100mi de tampao de coloragdo. A esterase referente a banda 8 foi a Unica
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Figura 4. Esterases em fémeas e machos com cinco dias de idade, das linhagens
CG(1-4), CP(5-8), RP(9-12) e PAR (13-16) de Megaselia scalaris, em gel
submetido a coloragédo com a-naftil acetato.

A'AVL"

cm 1 4 3 4 5 6 7 unesp - 13 14 15 16

]

18



Figura 5. Esterases em fémeas e machos com cinco dias de idade, das linhagens
CG(1-4), CP(5-8), RP(9-12) e PAR (13-15) de Megaselia scalaris, em gel
submetido a coloragdo com o B-naftil acetato.
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Figura 6. Esterases em fémeas e machos com cinco dias de idade, das linhagens
CG(1-4), CP(5-8), RP(9-12) e PAR (13-16) de Megaselia scalaris, em gel
submetido a coloragdao com a e B-naftil acetato.
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Figura 7. Esterases em fémeas e machos com cinco dias de idade, das linhagens
CG(1-4), CP(5-8), RP(9-12) e PAR (13-16) de Megaselia scalaris, em gel
submetido a coloragao com a-naftil butirato.
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enzima que mostrou atividade especifica ao a-naftil acetato, nao se corando no gel
tratado com butirato. Além disso, observa-se, que as enzimas representadas pelas
bandas 1, 4, 5, 6, 7 e 28 que sao consideradas como a-esterases em géis corados
com naftil acetato, mostram uma fraca atividade quando o substrato foi o a-naftil
butirato indicando preferéncia pelo éster de cadeia mais curta. As bandas 2, 13 a
16, e 23 correspondem as esterases que hidrolisam o B-naftil acetato, corando-se
em vermelho, nao aparecem em géis tratados com o naftil butirato, mostrando que
essas enzimas atuam exclusivamente sobre o B naftil-acetato. As bandas
esterasicas 35 e 36, que hidrolisam tanto o o como o B-naftil acetato (Figura 6),
mostram-se coradas apenas em preto quando tratadas com « e f-naftil butirato
(Figura 7). Também pode ser observado que a banda 28 revelou uma menor
atividade no gel tratado com os naftil butiratos.

Baseando-se na especificidade pelo o ou pelo B-naftil acetatos, além
da encontrada no tratamento com o o e o B-naftil butiratos, somados ainda a
similaridade de migragdo das bandas, tentamos fazer uma correspondéncia entre o
total de bandas observadas nas quatro linhagens de Megaselia scalaris e numero de
locos génicos responsaveis pela sintese dessas enzimas.

A Tabela 4 mostra a possivel correlagado entre as bandas observadas e
seus respectivos locos génicos, nos machos e nas fémeas das quatro linhagens.
Por exemplo, a banda 28 mostrou-se invariante e com o mesmo padrao de

coloragao em todas as linhagens, corando-se preferencialmente pelo a-natftil
acetato. Além disso, como sera mostrado mais adiante, esta banda apresentou um
padrao de inibigdo bem caracteristico. A enzima correspondente a esta banda foi

correlacionada ao loco Est-12. Nesse trabalho, seguimos a convengao usual para a
designacao de locos génicos que é indicar o loco em letras minusculas e seu
produto (a enzima) em maiusculas. Assim o !loco Est-12 (banda 28) codifica uma
esterase denominada EST-12. Outros locos, indicados na Tabela 4, foram
relacionados a varias bandas. Por exemplo, para o loco Est-5 relacionamos as
bandas de niumeros 9 a 12, mostrando que varios locos esterasicos em Megaselia
scalaris sao polimorficos, o que sera detalhado mais adiante.

As Figuras 8 e 9 mostram o padrao de bandas para esterases nas
fémeas e nos machos das quatro linhagens de Megaselia scalaris, supondo-se que
essas enzimas sejam codificadas pelos locos génicos propostos neste trabalho.

Nota-se que as EST-1A, EST-6, EST-9 e EST-19 hidrolisaram
preferencialmente o B-naftil acetato, sendo visualizadas no géis como bandas de
coloragao vermelha. As esterases-1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 10, 11, 12, 13, 17, 18
hidrolizaram preferencialmente o a-naftil acetato, mostrando-se coradas em preto.
Ja as EST-14, 15 e 16 apresentaram um comportamento duplo frente a esses
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Tabela 4. Correlagao entre os locos e o nimero das bandas esterasicas encontradas em machos
e fémeas das linhagens CG, CP, RP e PAR de Megaselia scalaris, em géis submetidos

a coloragcao com a e B naftil acetato.

LINHAGENS/No. DAS BANDAS

Locos

CG CP RP

Especific. M F M F M

Est -1
Est - 1A
Est -2
Est-3
Est -4
Est-5
Est-6
Est-7
Est - 8
Est-9
Est - 10
Est- 11
Est - 12
Est-13
Est - 14
Est - 15
Est - 16
Est - 17
Est - 18
Est - 19

e c 888 cpremremrrrrwme

1
2
4ed
6e7
8

21

22

23

24

25

26

27

28
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Figura 8. Padréo de esterases e respectivos locos em fémeas, com cinco dias de
idade das linhagens CG (1 a 5), CP (6 a 10), RP (11 a 15) e PAR (16 a
20) de Megaselia scalaris, em gel submetido a coloragao com a e f naftil

acetato.
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Figura 9. Padrédo de esterases e respectivos locos em machos, com cinco dias de
idade, das linhagens CG (1 a 5), CP (6 a 10), RP (11 a 15) e PAR (16 a
20), de Megaselia scalaris, em gel submetido a coloragao com o e B naftil

acetato.
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substratos, aparecendo nos géis com uma tonalidade marrom. Pode-se observar
que as esterases EST-6, EST-12 e a EST-18 possuem diferengas no nivel de
atividade em cada sexo. As esterases codificadas pelo loco Est-6 apresentaram
uma atividade marcante nas fémeas, enquanto a EST-12 mostraram-se mais ativas
nos machos (Figuras 8 e 9).

As Tabelas 5, 6, 7, e 8 mostram a porcentagem de ocorréncia,
frequéncias alélicas e a porcentagem de heterozigotos para os locos génicos que
codificam as esterases, detectados em machos e fémeas das linhagens CG, CP, RP e
PAR. Foi atribuida a designag¢ao 1,0 para o alelo que codifica a banda mais freqliente
em cada loco nas quatro linhagens, sendo os demais alelos numerados em relagao
ao mesmo, levando-se em consideragao a posigao das demais bandas no gel.

Os locos Est-1, Est-4, Est-12 nao apresentaram nenhum polimorfismo,
nas quatro linhagens analisadas. O loco Est-1 foi detectado numa frequéncia menor
do que 20% nas linhagens CG e RP e nao foi detectado em CP e PAR. O loco Est-4
foi encontrado com frequéncias proximas de 50% em ambos os sexos das linhagens
CP e PAR, nas fémeas da linhagem RP e nos machos da linhagem CG.
Frequéncias inferiores a 30% foram registradas para este loco nos machos da
linhagem RP e nas fémeas CG. Ja o loco. Est-12 foi detectado em 100% dos
individuos em todas as linhagens.

O loco Est-1A codifica para uma B-esterase. Este loco foi detectado em
frequéncia inferior a 30% em todas as linhagens, sendo que as fémeas mostraram
uma freqiéncia maior do que os machos. Para este loco observamos dois alelos
designados Est-1A 0.9 e Est-1A1.0 encontrados apenas nas fémeas da linhagem CG
e nas fémeas e machos da linhagem PAR. Na linhagem CG, embora tenhamos
observado os dois alelos, nao detectamos nenhum individuo heterozigoto. Na
linhagem PAR a porcentagem de heterozigotos observada nas fémeas foi de 11,76%.

A ocorréncia do loco Est-2 foi bem variavel entre as linhagens. Em CG
ela foi de 49% nos machos e de 27% nas fémeas. Em CP este loco foi detectado
em 52% dos machos e 41% das fémeas. Em RP sua frequéncia foi a mais baixa,
cerca de 14% nos machos e 28% nas fémeas. Para a linhagem PAR, este loco foi
observado em 32% dos machos e 34% das fémeas. Detectamos para este loco dois
alelos em todas as linhagens, Est-21.0 e Est-20,9- O alelo Est-21.0 foi encontrado em
freqliéncias iguais ou superiores a 50% em todas as linhagens, exceto para os
machos CP onde predominou o alelo Est-20.9 numa freqiiéncia de 70%. Nao foram
encontrados heterozigotos nos machos PAR e machos e fémeas CG. Em RP e CP a
porcentagem de heterozigotos ficou abaixo de 20%.

O loco Est-3 foi detectado em elevada propor¢ao em individuos dos
dois sexos de todas as linhagens exceto, para os machos da linhagem PAR onde a
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Tabela 5. Porcentagem de ocorréncia, frequéncia de alelos e porcentagem de heterozigotos em machos e fémeas da
linhagem CG Megaselia scalaris.

MACHOS FEMEAS

Esterases % de Alelos (bandas) Alelos (bandas)
Ocorr. 0,8 0,9 1,0 1,1 4 .08 0,9 1,0 1,1

EST-1 26,15 1,0 1,0
EST-1A 4,62 1,0 0,083 0,834
EST-2 49,23 0,313 0,687 0,333
EST-3 84,62 0,909 0,091 0,809
EST-4 50,77 1,0 1,0
EST-5 78,46 0,225 0,775 0,018 0,509
EST-6 61,54 0,512 0,517 0,483
EST-7 6,15 1,0 0,25 0,75
EST-8 69,23 0,811 0,467 0,533
EST-9 100,0 1,0 1,0
EST-10 38,46 0,94 1,0
EST-11 9,23 1,0 1,0
EST-12 100,0 1,0 1,0
EST-13 32,31 1,0 1,0
EST-14 9,23 1,0 1,0
EST-15 100,0 0,831 0,452
EST-16 98,46 1,0 1,0
EST-17 56,92 0,730 0,572
EST-18 98,46 0,234 0,846
EST-19 - 0,519
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Tabela 6. Porcentagem de ocorréncia, freqiéncia de alelos e porcentagem de heterozigotos em machos e fémeas da
linhagem CP de Megaselia scalaris.

MACHOS FEMEAS

Esterases % de Alelos (bandas) Alelos (bandas)
Ocorr. 0,8 0,9 1,0 1,1 : A : 0,8 0,9 1,0 1,1

EST-1 0,0

EST-1A 7,69 1,0 1,0

EST-2 52,31 0,691 0,309 0,370 0,630

EST-3 83,08 0,768 0,555 0,445

EST-4 38,46 1,0 1,0

EST-5 69,23 0,367 0,378 0, 0,132 0,642 0,217 0,009

EST-6 20,0 0,154 0,846 0,194 0,806

EST-7 27,69 1,0 0.5 0,5

EST-8 80,0 0,183 0,817 0,167 0,833

EST-9 92,31 1,0 1,0

EST-10 21,54 1,0 1,0

EST-11 36,92 1,0 1,0

EST-12 100,0 1,0 1,0

EST-13 3,08 1,0 1,0

EST-14 15,38 1,0 1,0

EST-15 100,0 1,0 0,197

EST-16 100,0 0,938 0,4 0,6

EST-17 69,23 0,889 0,575

EST-18 100,0 0,462 0,336

EST-19 9,23 1,0 0,059

| ‘%f#'
cm 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 unesp b L1y 18 18 20 21 22 23 24 25 260 27 28



Tabela 7. Porcentagem de ocorréncia, freqiéncia de alelos e porcentagem de heterozigotos em machos e fémeas da
linhagem RP de Megaselia scalaris.

MACHOS FEMEAS

Esterases % de Alelos (bandas) Alelos (bandas)
Ocorr. 0,8 0,9 1,0 1,1 1.2 A . 08 0,9 1,0 1.1

EST-1 1,54 1,0 1,0

EST-1A 3,08 1,0 1,0

EST-2 13,85 0,5 0,5 0,083 0917

EST-3 7231 0,926 0,829 0,171

EST-4 16,92 1,0 1,0

EST-5 98,46 0,016 0,805 0,028 0,741 0,037

EST-6 69,23 0,156 0,733 J 0,207 0,638 0,095

EST-7 9,23 1,0 0,435 0,5 0,065

EST-8 63,08 0439 0,561 0,407 0,551 0,042

EST-9 16,92 1,0 1,0

EST-10 36,92 0,084 0,708 : 0,217 0,783

EST-11 7,69 1,0 0,05 0,95

EST-12 100,0 1,0 1,0

EST-13 0,0 1,0

EST-14 3,08 1,0 1,0

EST-15 81,54 1,0 1,0

EST-16 75,38 0,602 0,398 0,5 0,5

EST-17 69,23 0,244 0,756 - 0,125 0,875

EST-18 93,85 0,697 0,303 0,415 0,535

EST-19 56,92 0,203 0,797 0,36 0,64
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Tabela 8. Porcentagem de ocorréncia, frequéncia de alelos e porcentagem de heterozigotos em machos e fémeas da
linhagem PAR de Megaselia scalaris.

MACHOS FEMEAS
Esterases % de Alelos (bandas) Alelos (bandas)
Ocorr. 0,8 0,9 1,0 1,1 . 08 0,9 1,0 1,1 1,2
EST-1 0,0
EST-1A 13,85 0,033 0,667 0,353 0,647
EST-2 32,31 0,238 0,762 0,318 0,682
EST-3 46,15 1,0 0,877
EST-4 50,77 1,0 1,0
EST-5 80,0 0,001 0,903 0,856
EST-6 95,38 0,944 0,9
EST-7 16,92 1,0 0,625
EST-8 40,0 0,635 0,564
EST-9 66,15 0,791 0,817
EST-10 96,92 J 0,860 0,764
EST-11 4,62 1,0 1,0
EST-12 100,0 1,0 1,0
EST-13 3,08 1,0 0,815
EST-14 9,23 1,0 1,0
EST-15 100,0 1,0 1,0
EST-16 50,77 0,492
EST-17 61,54 0,7 0,733
EST-18 100,0 0,654
EST-19 13,85 0,590
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porcentagem de ocorréncia ficou em torno de 50%. Para este loco foram
observados dois alelos denominados Est-31.0 e Est-31.1 exceto para os machos da
linhagem PAR. O alelo Est-31.0 foi encontrado em frequéncias em torno de 50%,
com uma porcentagem de heterozigotos nas quatro linhagens que, nos machos
variou de 14%(RP) a 46%(CP) e nas fémeas de 24%(PAR) a 76%(CP).

O loco Est-5 mostrou uma porcentagem de ocorréncia aproximada ou
superior a 70% nas quatro linhagens, nos dois sexos. Para este loco foram
detectados quatro alelos, os quais foram denominados com Est-50.9, Est-51.0, Est-
51,1 e Est-51.2, Nos machos da linhagem CG observamos apenas os alelos Est-51.0
e Est-51.1. Para os machos das linhagens CP e RP foram registrados a ocorréncia
dos quatro alelos para este loco e entre os machos da linhagem PAR foram
observados os alelos Est-5 0.9, Est-5 1.0, e 0 Est-51.1. As fémeas das linhagens CP e
RP apresentaram os quatro alelos. Na linhagem CG foram observados trés alelos,
Est- 50.9, Est- 51.0 e Est-51.1 e nas fémeas PAR os alelos Est-51.0 e Est-51.1. A
porcentagem de heterozigotos para este loco é préxima ou superior a 30%,
apresentando-se abaixo deste valor apenas entre os machos RP e PAR.

A ocorréncia do loco Est-6 foi alta, superior a 60%, nas linhagens CG,
RP e PAR. Na linhagem CP este loco ocorreu em 20% do machos e 28% das
fémeas. O loco Est-6,0 foi o que apresentou maior variabilidade no numero de
alelos, designados Est-60.8, Est-60.9, Est-61.0, Est-61.1 e Est-612, conforme a
posicdo de migragdo da banda correspondente no gel. Os machos das linhagens
CG e CP apresentaram os alelos Est-60.° e Est-61.0. J4 na linhagem RP foram
observados, entre os machos, os alelos Est-69.9, Est-610, Est-61.1 e Est-61.2
enquanto que nos machos da linhagem PAR ocorreram apenas os alelos Est-61.0 e
Est-61.1. Entre as fémeas das linhagens CG e CP foram detectados os alelos Est-
60.9 e Est-61.0 . Na linhagem PAR foram observados os alelos Est-6 1.0 e o0 Est-61.1
e na linhagem RP foi registrada a ocorréncia das cinco variantes alélicas
encontradas neste loco. A frequéncia de individuos heterozigotos foi mais alta nas
fémeas do que nos machos nas quatro linhagens. Essas freqliéncias apresentaram
uma acentuada variagao, ficando em torno de 30% nas linhagens CG e RP em
ambos os sexos e em fémeas da linhagem RP. Nos machos CP, encontramos 15%
de heterozigotos e na linhagem PAR as frequéncias foram ainda mais baixas, 5%
nos machos e 10% nas fémeas.

Para o loco Est-7 a ocorréncia observada foi menor ou em torno de
15% nos machos das linhagens CG, RP e PAR, para CP esta porcentagem foi de
28%. Entre as fémeas a ocorréncia foi mais alta nas linhagens CP e RP,
aproximadamente 40%. Na linhagem CG esta porcentagem foi a mais baixa, 6%, e
para fémeas PAR, 12%. A variagao alélica foi observada para o loco Est-7 apenas
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entre as fémeas. Nas linhagens CG, CP e PAR foram observados os alelos EST-70.9
e 0 EST-71.0, na linhagem RP foram detectados trés alelos Est-70.9, Est-71.0 e
Est-71.1. A porcentagem de individuos portadores de dois alelos variou entre 7 e
40% entre fémeas dessas linhagens.

O loco Est-8 teve uma ocorréncia maior nas fémeas do que nos
machos, exceto na linhagem CG. Essas freqiiéncias foram superiores a 60% com
excegao das fémeas CG (23%) e dos machos PAR (40%). Este loco apresentou
duas variantes alélicas, designadas Est-80.° e Est-81.0, nos dois sexos, para as
quatro linhagens, com excegao de linhagem RP, onde nas fémeas foi observado
mais uma variante denominada Est-81.1. Nao foram observados heterozigotos para
este loco nos machos da linhagem CP. Entre os machos da linhagem CG, RP e
PAR esses valores ficaram em torno de 38, 48 e 27%, respectivamente. As fémeas
das linhagens RP e PAR apresentaram uma porcentagem de heterozigotos proxima
de 50%. Ja para CG e CP essa porcentagem foi baixa, em torno de 4% para CG e
11% para CP.

O loco Est-9 apresentou uma ocorréncia superior a 90% nos dois
sexos para as linhagens CG e CP e nas fémeas PAR . Os machos PAR
apresentaram uma ocorréncia deste loco de.66%. Em RP, esta porcentagem foi
mais baixa, em torno de 32% nas fémeas e 17% nos machos. O loco Est-9 foi
monomorfico nas linhagens CG, CP e RP. No entanto, na linhagem PAR foram
observados dois alelos denominados de Est-91.0 e Est-91.1- Para esta linhagem a
porcentagem de individuos que apresentaram os dois alelos simultaneamente foi de
aproximadamente 17% nas fémeas e 28% nos machos.

O loco Est-10 teve maior ocorréncia na linhagem PAR, onde se
apresentou na proporg¢ao de 97% nos machos e 52% nas fémeas. Nos machos CG
e em ambos os sexos da linhagem RP sua ocorréncia foi de cerca de 35%. Em
fémeas CG e machos CP observou-se uma ocorréncia de 20% e, em fémeas CP
esta porcentagem foi mais baixa ainda, cerca de 3%. O loco Est-10 apresentou
variagao de alelos entre as fémeas das linhagens RP e PAR. Entre os machos, a
variagao foi observada nas linhagens CG, RP e PAR. Foram encontrados para este
loco trés variantes alélicos denominados Est-100.9, Est-101.0 e Est-101.1. A
ocorréncia dos trés alelos foi observada apenas em machos e fémeas da linhagem
PAR e em machos da linhagem RP. As fémeas RP nao apresentaram o alelo Est-
1011, nem os machos da linhagem CG. A propor¢ao de heterozigotos para este loco
nas linhagens RP e PAR ficou abaixo de 20%, ndo sendo detectado nos machos
CG.

O loco Est-11 apresentou ocorréncia menor do que 10% nos machos
CG, RP e PAR e 37% em machos CP. Entre as fémeas a ocorréncia foi de 38% em




CG, 64% em CP, 46% em RP, e 23% em PAR. Variantes alélicas para o loco
Est-11, foram observadas apenas entre fémeas da linhagem RP, as quais
apresentaram os alelos Est-1109 e Est-111.0, com uma porcentagem de
heterozigotos de 3%.

O loco Est-13 nao foi detectado em machos RP. Sua frequéncia foi
menor do que 10% nos machos CP e PAR e, cerca de 30% nos machos CG. Nas
femeas CP e RP a porcentagem de ocorréncia ficou em torno de 10%. Ja nas
fémeas CG e PAR os valores foram 60% e 42%, respectivamente. Quanto ao
polimorfismo deste loco s6 foi observado em fémeas PAR as quais apresentaram
dois alelos, Est-130.9 e Est-131.0, com uma porcentagem de heterozigotos de 7%.

O loco Est-15 foi encontrado em freqliéncia superiores a 80% em todas
as linhagens. A variagédo alélica para este loco foi observada nas linhagens CG e
CP. As fémeas CG apresentaram trés alelos, Est-150.8, Est-150.9 e Est-151.0 e as
fémeas CP apenas os alelos Est-150.9 e Est-151.0, Esses alelos também foram
observados entre os machos de ambas linhagens. Heterozigotos para o loco Est-15
foram observados apenas nas fémeas, com uma porcentagem de 13% em CG e 6%
em CP.

O loco Est-16 apresentou elevada ocorréncia, proxima ou igual a 100%
nas linhagens CG e CP. Nas fémeas RP e PAR essa ocorréncia foi cerca de 90% e
nos machos dessas duas Uultimas linhagens, aproximadamente 75% e 50%,
respectivamente. As linhagens CP, RP e PAR apresentaram dois alelos para o loco
Est-16, os quais foram denominados de Est-160.9 e Est-161.0. O alelo Est-161.0 teve
distribuicdo maior ou similar ao alelo Est-160.9, exceto em machos RP, onde o alelo
Est-160.9 predominou. Nas fémeas a distribuicao desses alelos foi semelhante em
RP e PAR e na linhagem CP ocorreu uma predominéncia do alelo 1,0. A proporgao
de heterozigotos para este loco ficou entre 20 e 35% em ambos os sexos, exceto
para os machos CP com 12%.

A ocorréncia do loco Est-17 foi maior entre os machos do que entre as
fémeas para as quatro linhagens, variando de 50% a 70%. Nas fémeas esta
ocorréncia ficou entre 13% (para RP) e 31% (CP). Para o loco Est-17 foram
observados dois alelos que receberam as designagdes de Est-170.9 e Est-171.0,
obsevados nos machos e fémeas das linhagens CG, CP e RP e nas fémeas PAR.

Os machos da linhagem PAR apresentaram mais um alelo, chamado de Est-171.1. A
porcentagem de individuos portadores de dois alelos variou entre 25 a 50% entre
fémeas e de 13 a 54% nos machos.

O loco Est-18 apresentou uma ocorréncia superior a 90%, exceto para
fémeas CG (80%). O loco Est-18 apresentou dois alelos chamados de Est-180.9 e
Est-181.0, observados em machos e fémeas das quatro linhagens. Além desses, na
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linhagem PAR, machos e fémeas apresentaram um outro alelo denominado de Est-
181.1. Para os machos, a frequéncia do alelo Est-180.2 foi maior nas quatro
linhagens, sendo que a porcentagem de heterozigotos variou de 14 a 64% . Nas
fémeas o alelo Est-181.0 foi o mais freqliente em todos os casos. A porcentagem de
fémeas heterozigotas para este loco variou entre 7 a 32%.

O loco Est-19 nao foi observado nos machos CG. Sua ocorréncia foi
muito varidvel, ficando em torno de 10% para os machos CP e PAR até 57% nos
machos RP. Nas fémeas a ocorréncia foi cerca de 26% em CP até 60% na linhagem
PAR. Fémeas das linhagens CG, CP e RP apresentaram dois alelos para o loco Est-
19, denominados de Est-190.9 e Est-191.0, Na linhagem PAR, foi observado ainda
um outro alelo entre as fémeas, o Est-191.1. Para os machos da linhagem CP
apenas um alelo o Est-191.0 foi observado e nas linhagens RP e PAR ocorreram os
dois alelos Est-190.9 e Est-191.0, Nao foram observados individuos heterozigotos
em machos e fémeas CP, fémeas CG e machos PAR. Na linhagem RP foi
observado 8% de heterozigotos nos machos, 32% nas fémeas e, 15% nas fémeas
PAR.

As Figuras 10 e 11 apresentam a porcentagem de ocorréncia das
esterases nas quatro linhagens de Megaselia scalaris, sem levarmos em conta os
varios alelos encontrados nos locos polimérficos. De maneira geral, podemos
observar nessas figuras, que nao ha uma diferenga acentuada entre os padroes das
fémeas (Figura 10) e dos machos (Figura 11) dentro de cada linhagem. Os locos
mais frequentemente detectados nas fémeas foram os mesmos para os machos,
exceto para os locos Est-1, Est-9 e Est-19 que se apresentaram em maior
freqliéncia nas fémeas e o loco Est-17 nos machos. Os locos Est-3, 4, 5, 6, 8, 9, 12,
15, 16 e 18 corresponderam aos principais locos nessa espécie e foram detectados
em elevada proporgao tanto nas fémeas como nos machos em todas as linhagens.

A Tabela 9 apresenta a significancia dos valores de X2 obtidos na
comparagao das frequéncias dos alelos encontrados para os locos esterasicos
polimérficos nas quatro linhagens de Megaselia scalaris. Os valores de X2 obtidos
foram altamente significativos (p< 0,001), quando se comparou a variagao alélica de
cada esterase nas quatro linhagens, exceto para os alelos do loco Est-2 no machos,
com um valor de X2 nao significativo (ns) e para os alelos do loco Est-17 nas
fémeas, cujo valor foi significativo para p<0,05. Os valores do X2 obtidos da
comparagao entre os sexos para Est-6 nao foram significativos para as quatro
linhagens. No entanto, a comparag¢ao das freqiiéncias dos alelos entre os sexos,
para os demais locos, revelou valores nao significativos em varias situagoes ou que,
apresentaram significancia em niveis variados.
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Figura 10. Porcentagem de ocorréncia para os locos esterasicos nas fémeas das linhagens CG, CP, RP e PAR de Megaselia scalaris.
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Figura 10. Porcentagem de ocorréncia para os locos esterasicos nas fémeas das linhagens CG, CP, RP e PAR de Megaselia scalaris.
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Tabela 9. Significancia dos valores de X2 das comparagdes

entre as linhagens, para 0 mesmo sexo ou, entre os
sexos de cada linhagem, para os locos esterasicos
polimérficos em Megaselia scalaris (* p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001e ns nao significativo).

Entre as Linhagens

Macho
Fémea

Imago

EST-2 EST-3 EST-5 EST-6 EST-8 EST17 EST-18

ns * ok ok ®okok $ok ok ok ok *k % ook
* ok ok ok ok *k ok *k ok * ¥k ok

ns * %ok * ko EE S Hok ok %ok %

Entre os Sexos

Linhagem

CG

Cp

RP
PAR

EST-2 EST-3 EST-5 EST-6 EST-8 EST17 EST-18

ns Xk 2 3 3 ns ok ke EE 33 £ S
*k % * ns ns ns ns
ns ns ns ns ®

5

AVA |
AVAVEY'

6 7 unespw.l 12 13 14 15 16 17 18



A Tabela 10 refere-se ao comportamento de algumas esterases frente
a inibidores. Apds a eletroforese, os géis foram pré-incubados e posteriormente
corados na presenga desses compostos. Paralelamente, géis controle, foram
submetidos aos processos usuais de pré-incubagao e coloragdo. Neste trabalho,
foram realizados experimentos utilizando-se como inibidores malathion, sulfato de
eserina, prostigmina, paracloromercuriobenzoato  (PCMB), fluoreto de
fenilmetilsulfonila (PMSF) e sulfato de cobre. Além desses inibidores, também foram
realizados experimentos com a permetrina e com o -mercaptoetanol.

Os dados da Tabela 10 mostram que as esterases-2, 3 e 4 foram
completamente inibidas pelo PCMB. A esterase-2 sofreu ainda um efeito parcial
pelo tratamento com malathion, enquanto para a esterase-4 este comportamento foi
observado em experimentos com o sulfato de cobre. A esterase-5 foi
completamente inibida pelo malathion, apresentando uma leve inibicao quando
tratada com a prostigmina. A esterase 6 foi totaimente inibida pelo PMSF,
mostrando um decréscimo parcial de sua atividade na presenca do malathion e do
PCMB. A anélise da esterase-8 revelou uma inibigao parcial apenas pelo malathion.
Ja a esterase-10 foi completamente inibida por este produto. A esterase-12 foi
inibida completamente pelo malathion, eserina e prostigmina, apresentando-se
levemente inibida pelo PCMB, PMSF e sulfato de cobre. Para as esterases-14 e 16
observou-se inibigao total pelo malathion, sendo ainda inibidas de forma quase
completa pelo PMSF. Ja a esterase 15 sofreu inibicdo total por estes dois produtos,
malathion e PMSF. As esterases-17 e 18 foram completamente inibidas pelo
malathion e apresentaram uma inibigao leve com o PMSF. A esterase-18 revelou
ainda inibicdes moderadas em tratamentos com a prostigmina, PCMB e sulfato de
cobre. A beta esterase-19 foi completamente inibida em géis tratados com malathion
e prostigmina, apresentou uma forte inibicdo em tratamentos com a eserina e PMSF
e moderada com o sulfato de cobre. Todas as esterases analisadas foram
completamente inibidas pelo B-mercaptoetanol e nao sofreram nenhum efeito
inibitério em experimentos com permetrina.
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Tabela 10. Efeito de inibidores sobre esterases de Megaselia scalaris. (-: auséncia
de inibicao; +; + +; + + + € + + + +: graus progressivos de inibigao, nd:
nao determinado).

Inibidores/Concentracio
Esterases Especif. Malathion FEserina Prostigmina PCMB
0,7mM 0,ImM 0,ImM 0,ImM
- = +4+++

nd nd ++++

i ++++

EST-2
EST-3
EST-4
EST-5
EST-6
EST-8
EST-10
EST-12
EST-14
EST-15
EST-16
EST-17
EST-18
EST-19

o
o
o
a
B
o
a
o
op
op
op
a
o
B
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lll.3. Estudo Comparativo do Padrao de Esterases no Desenvolvimento

As Figuras 12 e 13 apresentam o padrao das esterases presentes
desde larvas de primeiro estadio até imagos com cinco dias de idade. Esses
experimentos foram realizados apenas para as linhagens CG e PAR.

Pode-se observar a presenga de uma enzima estadio especifica
presente nas larvas de primeiro e segundo estadios, nas duas linhagens. Esta
esterase, indicada pela seta nas Figuras 12 e 13, mostra uma atividade intensa no
inicio do desenvolvimento larval, apresentando-se como uma banda grossa,
fotemente corada pelo a-naftil acetato, tanto em larvas de 1° como nas de 2°
estadio. A partir desta fase a sua atividade nao € mais detectada. A esterase
especifica para o B-naftil acetato, ja detectada no padrao dos adultos e denominada
de EST-6, foi visualizada em todo o desenvolvimento, apresentando uma atividade
acentuada em todas as fases. As esterases 3 e 4, ja descritas para os adultos,
aparecem em todas as fases do desenvolvimento da linhagem PAR, mas foram
fracamente detectadas nos estadios de larvas e pupas da linhagem CG. No entanto,
esta ultima linhagem mostrou uma enzima comum as larvas de 3° estadio e pupas,
que nos adultos migra bem préoximo a posicdo da EST-9, sendo fracamente
detectada. Na linhagem PAR esta enzima apresentou uma frequéncia mais variavel
nas fases de larvas de 3° estadio, pupas e adultos.

A esterase-12 ja descrita para os adultos, parece estar presente e com
atividade elevada nas larvas de 1° e 2° estadio. Entretanto esta enzima nao foi bem
detectada em larvas de 3° estadio. Um outro fato que merece ser destacado é o
comportamento da enzima que para os adultos foi denominada como EST-15. Esta
esterase mostrou um aumento de sua atividade nos 1° e 2° estadios larvais,
chegando a uma atividade maxima nas larvas de 3° estadio, decrescendo nas fases
de pupa e nos adultos. As esterases 18 e 19 também apresentaram padroes
especificos ao longo do desenvolvimento. A esterase 18 mostrou-se bem visivel a
partir das pupas amarelas. Ja a presenca da esterase-19 foi detectada desde larvas
de 3° estadio até nos adultos.

A Figura 14 apresenta uma comparagao mais detalhada dos padrdes
de esterases de larvas de 3° estadio, fémeas e machos da linhagem PAR submetidas ou nao
ao tratamento com sulfato de eserina e PMSF. Pode ser observado que no 3°
estadio larval, a EST-12 apresenta-se em quantidades minimas, sendo fracamente
corada nos géis. Além disso esta enzima € inibida pela eserina (Figura 14-B) e
malathion (Figura nao apresentada) indicando tratar-se de uma colinesterase. Ja a
esterase-6, constante em todas as amostras, é inibida pelo PMSF (Figura 14-D),
mas nao pelo malathion (Figura nao apresentada) e eserina (Figura 14-B).
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Figura 12. Esterases no desenvolvimento de Megaselia scalaris, linhagem CG.
Amostras 1-3, larvas de 1° estadio (L1); 4-6 larvas de 2° estadio (L2); 7-
9 larvas de 3° estadio (L3); 10-12 pupas amarelas (PA); 13-15 pupas
pretas (PP); 16 e 17 machos (M) e 18 a 20 fémeas (F) com cinco dias
de idade, em gel submetido a coloragédo com o e B naftil acetato. A seta
indica banda diferencial.
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Figura 13. Esterases no desenvolvimento de Megaselia scalaris, linhagem PAR.
Amostras 1-3, larvas de 1° estadio (L1); 4-6 larvas de 2° estédio (L2); 7-
9 larvas de 3° estadio (L3); 10-12 pupas amarelas (PA); 13-15 pupas
pretas (PP); 16 e 17 machos (M) e 18 a 20 fémeas (F) com cinco dias
de idade, em gel submetido a coloragédo com a e f naftil acetato. A seta

indica banda diferencial.
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Figura 14. Comparagao das pn‘hcipais esterases de larvas do 3° estadio (1-3),

fémeas (4-6) e machos (7-9) da linhagem PAR de Megaselia scalaris,
submetidas ao tratamento com eserina e PMSF na concentragdo 1mM.
A. controle, B. eserina, C. controle e D. PMSF. Géis submetidos a
coloragéo com a e B naftil acetato.
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Nota-se também nesta figura que a esterase-15 tem uma atividade mais acentuada
nas larvas e sofre inibicao pelo PMSF e nao pela eserina. A esterase-16 € bem mais
detectada nos adultos possuindo o mesmo padrao de inibicao da esterase-15.
Pode-se observar também que a esterase-18 tem uma atividade mais pronunciada
nos machos do que nas fémeas, nao sendo inibida por nenhum dos dois inibidores.

A Figura 15 apresenta os padroes de esterases das fémeas da
linhagem CG com idades que variaram desde um até 22 dias. Pode-se observar que
as esterases-1A, 2, 3 e 4 estdao ausentes em fémeas mais jovens (um e dois dias),
aparecendo em freqiéncias altas nas fémeas com mais de 4 dias. A mesma
analise foi realizada para as fémeas das linhagens CP, RP e PAR com resultados
muito semelhantes.

I1l.4. Esterases nos casulos vazios

O estudo das esterases presentes nos casulos vazios de Megaselia
scalaris foi baseado na anadlise de 13 amostras para as linhagens GG e PAR, sendo
que cada amostra foi preparada com 10. casulos vazios. A Figura 16 e 17
apresentam uma comparag¢ao dos perfis de esterases presentes em pupas
amarelas, pupas pretas, casulos vazios e imagos para essas linhagens. Algumas

amostras dos casulos foram maceradas na presencga dos detergentes desoxicolato
de sdodio ou triton X-100. Pode-se observar em ambos os casos que amostras de
casulos vazios apresentam trés bandas principais com atividade esterasica. Uma

dessas bandas parece ter uma correspondéncia com a esterase-5 ja descrita para
as moscas adultas. A segunda banda indicada pelas setas nas Figuras 16 e 17
(correspondentes as amostras 9 e 10) foi mais solubilizada dos casulos pelos
detergentes, apresentando atividade acentuada quando corada pelo a-naftil acetato.
Essa banda parece ter uma correspondéncia com a esterase-10 presente nos
adultos, especialmente na linhagem PAR. A analise dos casulos revelou uma
atividade acentuada desta enzima, que é uma esterase pouco perceptivel na fase
adulta ou de pupa, apresentando-se como uma banda estreita e fracamente corada.
Ja a terceira banda evidenciada nos casulos, parece relacionar-se a esterase-14
dos imagos, apresentando um comportamento de uma o/ esterase. Esta enzima
sofreu uma diminuicao de sua atividade quando os casulos foram macerados na
presenga do triton (amostras 10 das Figuras 16 e 17). Quando amostras dos casulos
foram aquecidas a 100° C por cinco minutos, nenhuma dessas bandas foi detectada
apos a eletroforese (amostra 10 na Figura 16 e amostra 11 na Figura 17).
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Figura 15. Esterases em fémeas da linhagem CG de Megaselia scalaris com
diferentes idades. Amostras 1-3 um dia, 4-6 dois dias, 7-9 quatro dias,
10-12 dez dias, 13-15 quinze dias, 16-17 vinte dias e 18-20 vinte e dois
dias. Gel submetido a coloragao com o e B naftil acetato.
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Figura 16. Padrao de esterases em pupa amarela (1), pupas pretas (2 a 4), casulos
vazios (5 a 10), machos (11-12) e fémeas (13-15) da linhagem CG de
Megaselia scalaris. A amostra 10 dos casulos vazios foi fervida por cinco
minutos antes da aplicagao no gel, submetido a coloragdo com a e B
naftil acetato. As setas apontam bandas caracteristicas dos casulos.
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Figura 17.

EST19 |
EST18

'EST15
EST14

EST12

EST10

Padrao de esterases em pupa amarela (1), pupas pretas (2 a 4),
casulos vazios (5 a 10), machos (11-12) e fémeas (13-15) da linhagem
PAR de Megaselia scalaris. A amostra 11 dos casulos vazios foi fervida
por cinco minutos antes da aplicagdo no gel, submetido a coloragéao
com a e B naftil acetato. As setas apontam bandas caracteristicas dos

casulos.
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A Tabela 11 apresenta os dados referentes a inibicdo das principais
esterases presentes em casulos vazios das linhagens CG e PAR de Megaselia
scalaris, comparados aqueles ja obtidos para as moscas adultas (Tabela 10).
Nesses experimentos os casulos foram macerados na presenga de desoxicolato de
sodio a 1% e os extratos testados com p-clomercuribenzoato (PCMB), fluoreto de
fenilmetilssulfonila (PMSF), malathion e eserina. Os dados obtidos revelam que o
malathion promoveu uma forte inibicao das esterases solubilizadas dos casulos de
ambas as linhagens. O PMSF nao mostrou efeito inibitério sobre duas das enzimas
observadas nos casulos e um efeito intermediario sobre a restante. O PCMB e a
eserina nao apresentaram qualquer efeito sobre as esterases dos casulos vazios.
Uma comparagdo dos resultados obtidos com o tratamento com inibidores nos
casulos e aqueles encontrados em adultos, mostrou uma forte correspondéncia
quanto as sensibilidade aos inibidores, entre as enzimas dos casulos e aquelas ja
observadas para as esterases 5, 10 e 14 dos adultos.
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Tabela 11.

Efeito de inibidores sobre esterases de casulos vazios e
comparagdo destes nas esterases dos adultos, para as
linhagens CG e PAR de Megaselia scalaris.(-. auséncia de
inibigdo; +; + +; + + +; + + + +: graus progressivos de inibi¢ao).

Inibidores

Linhagens

PCMB PMSF Malathion Eserina
0,1l mM I mM 0,7 mM 1 mM

Esterases

CG

EST-5
EST-5(cas)
EST-10
EST-10(cas)
EST-14
EST14(cas)

EST-5
EST-5(cas)
EST-10
EST-10(cas)
EST-14
EST14(cas)
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lIl.5. Padrao de esterases em cruzamentos por casal

A analise dos padroes de herancga das esterases de Megaselia scalaris
foi realizada através de cruzamentos por casal intralinhagens. Também foram
realizados cruzamentos interlinhagens, envolvendo machos e fémeas RP cruzados
com individuos das demais linhagens. Os casais e a progénie desses cruzamentos
foram congelados com cinco dias de idade e posteriormente analisados
eletroforeticamente.

A Figura 18 apresenta os padroes de esterases de um casal RP e de
seus descendentes. Pode-se observar nesta figura que as esterases 3, 12, 15 e 19
apresentam um padrdao simples de heranga estando sempre presentes como
bandas Unicas nos pais e descendentes. Para algumas dessas enzimas pode-se
predizer a existéncia de alelos nulos, como observado nesta Figura para as
esterases-4,5,6e 11.

Uma outra situagdo pode ser observada para o loco esterasico 6. As
enzimas codificadas por este loco apresentam variagées quanto a sua posi¢ao no
gel, as quais foram interpretadas como originadas de alelos diferentes, o que esta
de acordo com as tabelas 5, 6, 7 e 8. As esterases codificadas por este loco podem
ser visualizadas como bandas Unicas, duas bandas ou mesmo nao serem
detectadas. Uma anadlise geneética dos padroes desse loco permitiu-nos a
interpretacao das bandas unicas como sendo provenientes de individuos
homozigotos e do padrao de duas bandas como provenientes dos heterozigotos.
Nenhuma banda intermediaria foi observada para essas enzimas, sugerindo que as
mesmas sejam formadas por uma Unica cadeia polipeptidica. A presenga de duas
bandas, € devida a expressao dos dois alelos em codominancia, o qué pode ser
observado nos individuos heterozigotos (amostras 4, 7, 8 e 10 da Figura 8). Neste
casal nao observamos o polimorfismo do loco Est-5, visto que ambos os pais tinham
o mesmo alelo.

As Figuras 19-A e 19-B apresentam os padroes de esterases obtidos
em cruzamentos interlinhagens. Na Figura 19-A o casal (amostras 1 e 2) refere-se a
uma fémea PAR e um macho RP. As amostras de 3 a 7 representam as fémeas
descendentes deste casal, enquanto as amostras 8 a 11 sdao dos machos F1. O
casal da Figura 19-B refere-se a uma fémea CG e um macho RP e sua progénie,
formada por apenas duas fémeas. Na Figura 19-A fica bem evidente a diferenga de
atividade da esterase-6 entre os sexos, sendo que as fémeas apresentam uma
atividade maior do que os machos. O mesmo comportamento ocorre com a
esterase-19, presente nas fémeas e fracamente detectadas nos machos.
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Figura 18. Padrdes de esterases obtidos de cruzamentos por casal na linhagem RP
de Megaselia scalaris. Amostras 1-2, fémea e macho do casal; 3-5
féemeas F1 e 6-12 machos F1. Gel submetido a coloragdo com a e
naftil acetato.

AVA |
AVAVEY'

1 4 3 4 5 6 7 unespm.l 12 13 14 15 16

]

18



Figura 19-A.

Figura 19-B.

Padroes de esterases, em cruzamentos por casal interlinhagens de
Megaselia scalaris. Amostras 1 e 2, fémea PAR e macho RP; 3-7

fémeas F1, 8-11 machos F1.
Amostras 1 e 2, fémea CG e macho RP; amostras 3 e 4 fémeas F1.

Géis submetidos a coloragao com a e B naftil acetato.
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Ao contrario, a esterase-18 tem uma atividade muito mais pronunciada nos machos
do que nas fémeas, embora os machos tenham um conteudo protéico bem menor.
Na Figura 19-B observa-se o polimorfismo da esterase-5.

A Figura 20-A mostra a andlise das esterases de um casal (fémea CP
e macho RP) e de sua progénie, composta por trés fémeas e dois machos. A Figura
20-B refere-se ao casal, fémea RP e macho CG, sendo sua progénie constituida por
trés fémeas e cinco machos. Na Figura 20-A podemos observar o polimorfismo da
esterase-5 e a maior atividade da esterase-18 nos machos, como ja descrito
anteriormente, enquanto que na Figura 20-B estd evidenciada a maior atividade da
esterase 19 nas fémeas do que nos machos.

Algumas esterases nao foram consistentemente identificadas nos pais
e seus descendentes. Este fato aconteceu principalmente para as esterases 1, 1A,
2,3,4,7,8,10, 11, 13 e 14 em varios experimentos. Uma situagao especial refere-se as
esterases 1A (Figura 20-A), 4 (Figura 19-A) e 14 (Figura 20-B), indicadas por setas
Estas enzimas foram detectadas em alguns individuos da progénie mas
aparentemente, sem qualquer relagao com os fendtipos bioquimicos observados
nos pais.

As Tabelas 12 e 13 apresentam o padrao de heranga das esterases 5
e 6 através da observagao dos fenétipos de alguns casais e de seus descendentes.
Foram analisados quatro cruzamentos para as linhagens CG, CP e PAR e seis para
a linhagem RP. Nos cruzamentos entre casais da linhagem CG, obtivemos 23
machos e 20 fémeas, para CP estes nimeros corresponderam a 28 machos e 25
féemeas. Para RP foram obtidos 42 machos e 23 fémeas, em PAR encontramos 19
machos e 25 fémeas. Embora o nimero total de descendentes desses cruzamentos
tenha sido pequeno, algumas generalizagbes puderam ser feitas em relagao ao
estudo da heranga dos locos Est-5 e ESt-6. Por exemplo, em cruzamentos onde 0s
pais nao apresentaram a EST-5 ou a EST-6, a atividade destas enzimas tambéem
nao foi detectada em nenhum dos descendentes. Por outro lado, detectamos filhos
que nao apresentaram a enzima EST-5 ou a EST-6 mas eram descendentes de pais
que possuiam atividade para estes locos, esses casais foram considerados como
heterozigotos, com um alelo nulo. Um outro aspecto que pode ser ressaltado em
relagao a esterase-5, € que aparentemente observamos uma correlagao entre o
fenétipo encontrado nos descendentes machos e o alelo observado no pai. Tal
correlagao foi observada na maioria dos cruzamentos, com excegao do numero 4 de
CG, numero seis de RP e numero quatro de PAR. Em uma analise geral desses
cruzamentos observamos que o fendtipo do pai em relagdao ao loco Est-5 foi
observado em 90% dos seus descendentes machos e em aproximadamente 44%
de suas filhas. Para a esterase-6 este tipo de correlagao nao foi evidenciada, sendo
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Figura 20-A.

Figura 20-B.

Padroes de esterases em cruzamentos por casal interlinhagens de
Megaselia scalaris. Amostras 1 e 2, fémea RP e macho CP, 3-5
fémeas F1, 6 e 7 machos F1.

Amostras 1 e 2, fémea RP e macho CG; 3 a 5 fémeas F1; 6 a 10
‘machos F1. Géis submetidos a coloragdo com o e B naftil acetato.
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Tabela 12. Anélise da heranca da esterase-5 (EST-5)
observada em cruzamentos por casal,
para as linhagens CG, CP, RP e PAR de
Megaselia scalaris.

PAIS FENOTIPOS DA PROGENIE

11 1,011 0,0
CASAIS  FENOTIPOS GENOTIPOS

FXM

1.0x1.1 1,0/0,0 x 1,1/0,0
0,0x0,0 0.0/0,0 x 0,0/0,0
1,0x1,011 1,0/__x1,011
1.0x1.1 1,0/0,0 x 1,1/0,0

1,0x0,0 1,0/_x0,0/0,0
0,0x00 0,0/0,0 x 0,0/0,0
0,0x00 0,0/0,0 x 0,0/0,0
0,0x0,0 0,0/0,0 x 0,0/0,0

1,0x1,0 1,0/0,0 x 1,0/0,0
1,0x1,0 1,0/_x1,0/__
1,0x 1,0 1,0/ x1,0/__
0,0x0,0 0,0/0,0 x 0,0/0,0
0,0x0,0 0,0/0,0 x 0,0/0,0
00x12 1,1/0,0 x 1,2/0,0

1,01,1x1,01,1  1,0/1,1x1,0/1,1
1,0x1,0 1,0/__x1,0/_
1,0x1,0 1,0/ x1,0/_
0,0 x 1,1 0,0/0,0 x 1,1/0,0

e ——
—_—




Tabela 13. Heranga da esterase-6 observada em cruzamentos
por casal, para as linhagens CG, CP, RP e PAR de

Megaselia scalaris.

FENOTIPOS DA PROGENIE

11 0,9/1,0 0911 1011 0/0
FENOTIPOS GENOTIPOS

F X M X M

0910 X 1.0 09/1,0 X 1,0/_
0910 X 10 09/1.0 X -1.0/_
1.0 X 1.0 10__ X 1.0/
10 X 1.0 10__ X 1.0/

1.0/_ X 1.0/ _
0,910 X 1.0/__
0.9M1,0X 1,000
0910 X 1.0/__

1.6/0.0X 1.1/00
10 X 1,0_
0.9/1.1 X 1.0/__
09/0.0X 10/00
0.9 X 1.0/_
0.9/0.0 X 1.1/00

1.0 X 00 1.0/00 X 0.0/0.0
1.011 X 1.0 10011 X1.0/___
0310 X 10 0.91.0X 1.0/__
0.9/1.0 X 0.91.0 0.8/1.0X 0.91.0
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que os alelos provenientes do pai para este loco, foram detectados em proporgoes
similares entre machos e fémeas F1.

Nas Tabelas de numeros 14 a 19 estdao apresentadas a analise das
esterases 5 e 6 de casais e sua progénie de cruzamentos interlinhagens, estes

cruzamentos foram estabelecidos entre fémeas CG, CP e PAR e machos RP ou no
sentido inverso. A andlise da heranga da esterase-5 foi baseada no estudo de 29
casais com uma produgao de 67 fémeas e 67 machos. Para a esterase-6 esta
analise foi baseada no estudo de 30 casais que produziram 83 fémeas e 74
machos. No conjunto, esses dados confirmaram a viabilidade dos cruzamentos
interlinhagens, anteriormente ja observada em cruzamentos em massa. Os dados
desta analise demonstraram que o padrao de heranga observado para os locos Est-
5 e Est-6, em cruzamentos intralinhagem, & semelhante para progénie obtida de
pais de linhagens diferentes. Entretanto, a correlagao observada nos cruzamentos
intralinhagens, entre os fendtipos dos machos F1 e o respectivo fendtipo
apresentado pelo pai com relagdo a esterase-5, nao foi confirmada nestes
cruzamentos.
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Tabela 14. Heranga da esterase-5 observada em cruzamentos por casal, entre as
linhagens CG e RP de Megaselia scalaris.

PAIS FENOTIPOS DA PROGENIE

Cruzamentos Genétipos 1.1 0,0 0,91,0 0,9/1,1 1,011,1
FXM M F M F M

CG X RP
1,1 X0,9/1,1 1,1/_X0,9/11 4
1,1 X0,9/1,1 1,1/_X0,9/11 5
1,1X0,9 1,1/_ X 0,9/0,0 -
1,1 X1,0 1,1/__X1,0/__
0/0 X 0,911 0,0/0,0 X 0,9/1,1
0/0X1,0 0,0/0,0 X 1,0/ _
0/0X1,0 0,0/0,0 X 1,0/0,0
1,0X1,0 1.0/ _X1,0/__
RP X CG
09X 1,011 0,9/__X 1,011
09/1,2X1,0/1,1 091,2X1,01,1
0911X1.1 0,9/1,1 X1,1/0,0
0,9/1,0 X 1.1 0,9/1,0 X 1,1/0,0

Tabela 15. Heranca da esterase-6 observada em cruzamentos por casal, entre as
linhagens CG e RP de Megaselia scalaris.

PAIS FENOTIPOS DA PROGENIE

Cruzamentos Gendtipos 1.1 0,0 0,9/1,0 0,911
FXM M F F M

CG X RP
091,0X1,0 0.9M1,0X1,0/_
0,9/1,0X1,0 0,9/1,0X1,0/__
0,9/1,0X1,01,1 09/1,0X1,01,1
1.0 X0,0 0,9/1,0 X 0,0/0,0
0,9/1,0X 1,0 0,9M1,0X1,0/__
091,0X1.0C 0,9/1,0 X 1,0/ _
1,0X0,0 1,0/_X1,0/__
1,0X0,0 1,0/__ X 0,0/0,0
RP X CG
00X 1,0 0,0/0,0 X 1,0/__
1,01,1X1,0 1,01,1 X1,0/__
1,0X1,0 1,.0/_X1,0/_
09 X 1,0 0,9/ __X10/__

-t

3
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Tabela 16. Heranga da esterase-5 observada em cruzamentos por casal, entre as
linhagens CP e RP de Megaselia scalaris.

PAIS

FENOTIPOS DA PROGENIE

Cruzamentos
FXM

Genétipos

0,9

1,1 0,0 0,9/1,0 0,91,1 1,011
F F M M

CP X RP
1,0X1,0
1,0X1,0/1,1
0,0X 1,011
1,0X1,0
09X1,0
09X1,0
1,01,1X09
1,1 X 1,011
RP XCP
1,01,1X0,9
1,01,1X1,0
1,0/1,1X1,0
1,0/1,1 X 1,0

1.0/ XA.00 -
1,0/_ X 1,011
0,0/0,0 X 1,0/1,1
1,0/_ X1,0/_
0,9/__X1,0/__
0,9/ _X1,0/__
1,011,1 X0,9/_
1,1/_X 1,011

1,0/1,1 X 0,0/0,0
1,0/1,1 X1,0/_
1,0/1,1 X1,0/_
1,0/1,1 X1,0/__

Tabela 17. Heranga da esterase-6 observada em cruzamentos por casal, entre as
linhagens CP e RP de Megaselia scalaris.

PAIS

FENQTIPOS DA PROGENIE

Cruzamentos

Gendtipos

1,1 0,0 0,91,0 0,911
M M F M F M

CP X RP
09/1,0X1,0
091,0X1,0
09X1,0

09 X1,0
09/1,0X0910
0.9X091,0
09/10X1.0
0,0X0,9/1,0
091,0X1,0
RP X CP
0,0X 0,91,0
1,0X0,9/1,0
0,9/1,0 X 0,9/1,0
1,0X 0,9/1,0

0,9/1,0X1,0/__
0,9/1,0 X 1,0/__
0.9/__X1,0/__
0,9/__X1,0/__
0,9/1,0 X 0,9/1,0
0.9/__X0.9/1,0
0,9/__X0,9/1,0
0,0/0,0 X 0,9/1,0
0,9/1.0X1,0/__

0,0/0,0 X 0,9/1,0
1,0/__X 0,910
0,9/1,0X0,91,0
1,0/__X0,91,0
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Tabela 18. Heranca da esterase-5 observada em cruzamentos
por casal, entre as linhagens PAR e RP de Megaselia

scalaris.

PAIS FENOTIPOS DA PROGENIE

Cuzamentos

Genétipos

1,0 12 0,0 1011 1,012
F F M F M F M F M

PAR X RP
1,0X1,01,2
00X1,0
0,0X1,01.2
1,0X1,0
RP X PAR
1,0X1,0
1.0X1,0

1,0/_X1,012
0,0/0,0 X 1,0/_
0,0/0,0 X 1,011.2
1,0/_ X 1,0/_

1,0/0,0 X 1,0/0,0
1.0/__X1,0/__

2

Tabela 19. Heranga da esterase-6 observada em cruzamentos
por casal, entre as linhagens PAR e RP de Megaselia
scalaris.

PAIS

FENQTIPOS DA PROGENIE

Cruzamentos
FXM

Gendtipos

1,0 1,1 0,0 0,91,1 1,011
F M F M F M F M

PAR X RP
1,0/1,1 X0,0
1,01,1X 1.0
1,01,1X0,0
00 X1,0

RP X PAR
0,0X1,0
1,0 X 1,0/1.1

1,0/1,1 X 0,0/0,0
1,01,1 X 1,0/_
1,0/1,1 X 0,0/0,0
0,0/0,0 X 1,0/__

0,0/0,0 X 1,0/_
1,0/ X 1,0/1,1

3
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IV. DISCUSSAO

No género Megaselia estao incluidas aproximadamente a metade das
2600 espécies de forideos descritas atualmente. Este género é abundante em
muitas regides do mundo, desenvolvendo-se em uma grande variedade de
ambientes (Robinson, 1971). Dentre as espécies incluidas neste género, Megaselia
scalaris € considerada a mais polifaga e cosmopolita de todas, ocorrendo em
regioes de clima tropical e subtropical.

O estudo deste inseto é de interesse médico-sanitario devido ao fato
desta espécie causar varios tipos de miiases humanas (Trape et al. 1982; Singh &
Rana 1989 e Singh et al. 1988). Além disso, por desenvolver-se bem sobre matéria
organica em decomposi¢ao e estar muito bem adaptada a ambientes modificados
pelo homem, inclusive o ambiente doméstico, esta espécie é considerada veiculo de
outros agentes patogénicos. Megaselia scalaris também € considerada praga para
algumas culturas de interesse econémico. Por outro lado, foi observado em testes
no laboratério e no campo, que Megaselia scalaris ocasionalmente alimenta-se em
carrapatos engorgitados (Garris, 1983; Rocha et al. 1984). Entre esses, a espécie
Amblyomma variegatum é causadora de prejuizos consideraveis para o0s
agropecuaristas por ser o transmissor de doencas que afetam o gado (Barré et al.
1991). Esses autores sugerem que Megaselia scalaris poderia potencialmente ser
utilizada no controle biolégico deste carrapato. Apesar das consideragdes acima, ha
poucos trabalhos na literatura enfocando aspectos bioldgicos, genéticos ou
bioquimicos de Megaselia.

No laboratério, Megaselia scalaris esta perfeitamente adaptada as
condigoes utilizadas para a manutengao de Drosophila (Trumble &.pienkowski,
1979). Entretanto, alguns autores descrevem a suplementagao deste meio com
extrato de levedura e cogumelos (Mainx, 1964) e com figado ou carne {Johnson et
al. 1988), ja que Megaselia requer uma dieta com um maior teor proteico. Outros
meios descritos para o seu cultivo incluem agar e sangue (Tunrasvin et al., 1977)
ragao para peixes (Macieira et al,, 1983) e ragao para camundongos (Silva, 1991).
Vetorazzi (1993) utilizou meio para Drosophila a base de fuba e araruta para o
estudo de componentes do valor adaptativo em populagées de Megaselia scalaris,
mantidas pela técnica de transferéncia seriada. A autora mostrou que a
suplementagao proteica proporciona uma explosdao no numero de larvas,
inviabilizando os experimentos de estudos populacionais em garrafas. Neste
trabalho optamos por utilizar o meio de fuba-araruta pois, as linhagens CG e CP
mantidas em laboratério ha muitos anos e utilizadas pela autora (op. cit), ja vinham
sendo mantidas neste meio. Para experimentos em tubo, utilizamos o meio para
Drosophila a base de banana e agar por ser mais homogéneo e duradouro,
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facilitando a manipulagao dos tubos e impedindo que as moscas morressem ao
entrarem em rachaduras, as quais sao freqientes em tubos como meio de fuba-
araruta.

O ciclo biolégico de Megaselia scalaris ja foi estudado por varios
autores em diferentes meios de cultura, temperatura, fotoperiodo e umidade relativa.

Mainx (1964) observou, a 28°C, um periodo de desenvolvimento ovo-
imago de 18 dias para os machos e de 20 dias para as fémeas de Megaselia
scalaris, mantidos em meio suplementado com extrato de leveduras e cogumelos.
El-Miniawi & Moustafa (1965) acompanharam o desenvolvimento desta espécie a 27
°C em meio suplementado com alimento para bebés (papa de cenouras) e
observaram que a duragao da fase larval foi de 4 a 6 dias para os machos e de § a
7 dias para as fémeas e o periodo de pupa foi de aproximadamente nove dias. O
tempo de desenvolvimento total observado pelos autores foi de 13 a 15 dias para os
machos e de 14 a16 dias para as fémeas.

Os estudos de Tumrasvin et al. (1977) revelaram que em meio agar-
sangue a 27°C, o tempo de desenvolvimento total para M. scalaris, foi de 14 a 20
dias para os machos e de 16 a 24 dias para fémeas. A passagem pelos trés
estadios de larvas levou de 5 a 9 dias, ja a fagse de pupa requereu de 7 a 9 dias.

Trumble & Pienkowski (1979) estudaram o tempo de desenvolvimento
de Megaselia scalaris utilizando meio comercial para Drosophila e mantendo os
experimentos em 21, 27 e 32°C com fotoperiodos de 12/12 horas ou 16/8 horas.
Nos experimentos a 27°C os resultados médios obtidos foram 6,85 dias para o
periodo larval, 10,45 dias para a fase de pupa, sendo que o desenvolvimento total
levou aproximadamente 17 dias. Os autores concluiram que o tempo de
desenvolvimento é significativamente influenciado pela temperatura, sendo que a
velocidade de desenvolvimento € acelerada com o seu aumento. Em relagao aos
fotoperiodos nao foi observada nenhuma diferencga significativa.

Prawirodisastro & Benjamin (1279) estudaram a influencia das
temperaturas de 15, 20 e 25°C na velocidade de desenvolvimento de Megaselia
scalaris. A duragao do periodo embrionario foi de 16,3 horas a 25°C. Nas
temperaturas de 20 e 15°C este periodo foi mais longo, 26,4 e 47,8 horas,
respectivamente. A duracgao da fase de larva variou de 7,3 para 10,6 até 19,7 dias
nas temperaturas 25, 20 e 15°C. O periodo de pupa foi de 9,8 e 17,6 dias nas
temperaturas 25 e 20°C. No experimento mantido a 15°C os autores nao
observaram nenhuma eclosdao das moscas até 45 apds a pupacgao. Estes trabalhos
mostram que o tempo de desenvolvimento & amplamente influenciado pela
temperatura. Experimentos realizados em temperaturas mais elevadas, diminuem o
periodo ovo-imago, como pode ser observado nos estudos de Trumble &
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Pienkowski (1979) e Pravirodisastro e Benjamin (1979). Entretanto, a 32°C ocorreu
um acentuado aumento da mortalidade nos periodos larvais e de pupa, levando a
uma redugao do numero de moscas adultas (Trumble & Pienkowski, 1979).

Nossos dados sao comparaveis com os trabalhos citados acima,
ressalvando-se algumas diferengas que podem ser atribuidas aos diferentes meios
de cultura utilizados e/ou temperatura. Em experimentos mantidos a 25°C com meio
de fuba-araruta observamos que a média do tempo de desenvolvimento total para
duas linhagens (CG e PAR) de Megaselia scalaris foi de 21,5 dias para fémeas e
19,2 dias para machos. O tempo médio correspondente ao periodo embrionario foi
de 20,7 horas e para fase larval foi de 6,9 dias. Para a fase de pupa encontramos
uma média de 11,7 dias para os machos e 13,6 dias para as fémeas (Tabela 2).

Certamente a temperatura afeta a duragao do ciclo bioldgico total,
entretanto este nao é, provavelmente, o unico fator. Conforme Johnson et al. (1988)
a manutengao de Megaselia scalaris em meio de Drosophila suplementado com
carne ou figado aumenta a razao de velocidade do desenvolvimento. Benner &
Ostermeyer (1980) também consideram que o teor proteico do meio de cultura
influencia a duragao do tempo de desenvolvimento de Megaselia scalaris mas nao
altera seu padrao de eclosao, sendo que. a emergéncia de machos & sempre
anterior a de fémeas. Esta particularidade também foi observada por Semenza
(1953) cujos resultados mostraram um desenvolvimento mais rapido de pupas que
dariam origem a machos do que aquelas que originavam as fémeas. Neste trabalho
encontramos resultados semelhantes sendo que o desenvolvimento médio de
machos na fase de pupa (11,7dias) foi mais rapido do que aquele apresentado por
fémeas nesta mesma fase (13,6 dias), ocorrendo uma ecloséao anterior dos machos
em relacdo as fémeas (19,2 dias para os machos e 21,5 dias para as fémeas).
Diferengas no tempo de desenvolvimento entre os sexos nas fases de larvas nédo
foram consideradas neste trabalho, por nao existirem caracteristicas distintas que
pudessem ser utilizadas para se inferir, com certeza, o sexo. Entretanto alguns
autores fazem referéncia sobre diferengas do tempo de desenvolvimento entre os
sexos para estas fases (Semenza, 1953; El-Miniawi & Moustafa, 1965; Bener &
Ostermeyer, 1980), afirmando que os periodos referentes a estas fases sao
menores em individuos que originaram machos comparados aqueles que originaram
fémeas. Os autores obtiveram tais resultados mantendo registros por individuo,
separadamente, ou baseando nas diferengas de tamanho e/ou peso de larvas e
pupas, com aproximadamente a mesma idade, para separa-las por sexo. Para
Bener & Ostermeyer (1980), o menor tempo de desenvolvimento dos machos tem
um significado biolégico, levando a uma dispersao dos mesmos e diminuindo a
possibilidade de endocruzamentos em populagdes naturais.
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Em Megaselia scalaris pode ser observado um acentuado dimorfismo
sexual, sendo que os machos tém, praticamente, a metade do tamanho das fémeas.
Essas diferengcas de tamanho entre os sexos, também observadas nos estudos de
biomassa de Vetorazzi (1987), foi confirmada pela analise do conteudo proteico
realizada neste trabalho. Os dados desta analise mostraram que, para as duas
linhagens estudadas, as fémeas possuem cerca de 2,6 vezes mais proteina do que
os machos, o que provavelmente esta relacionado ao seu tamanho corpdreo.
Conforme Benner & Ostermeyer (1980), as fémeas de Megaselia scalaris exibem
maior tamanho, além de apresentarem tempo de desenvolvimento mais longo e
maior longevidade, que podem ser consequéncias do processo adaptativo, devido
ao grande esforgo reprodutivo apresentado por elas.

Uma outra correlagao positiva pode ser feita entre os resultados da
analise do conteudo proteico e aqueles obtidos por Zanon (1988). No seu trabalho a
autora mostrou que existem diferengas significativas entre o comprimento e a
largura de pupas machos e fémeas. Tais diferengas entre o tamanho das pupas dos
dois sexos podem, portanto, refletir propor¢des desiguais de proteina. Em média a
quantidade de proteina em pupas pretas fémeas (PPF) é cerca de duas vezes e
meia maior que nas pupas pretas machos (PPM). Quando analisamos o contetudo
proteico de pupas amarelas obtidas para as duas linhagens, a diferenga entre as
médias foi altamente significativa pelo teste t de Student (t=8,69 para p<0,01), para
diferengas entre médias. Este fato poderia estar relacionado a analise de amostras
de pupas que apresentavam diferengas de tamanho e peso, apesar de estarem com
o mesmo tempo de desenvolvimento. Tais diferengas podem ser devidas ao sexo.

O presente trabalho refere-se ao primeiro estudo de sistemas
enzimaticos em Megaselia scalaris. A escolha das esterases baseou-se na ampla
distribuicao destas enzimas, aliada ao fato de que as mesmas tém sido muito
estudadas em varias classes de insetos. Como ja salientado na Introdugao, as
esterases nos insetos estdao envolvidas em varias atividades fisioldgicas
importantes. Outro aspecto que merece ser ressaltado é o elevado grau de
polimorfismo observado para as esterases nos insetos, notadamente naquelas que
participam de processos digestivos e de desintoxicagdao, o que favoreceria a
adaptacao dos mesmos a diferentes meios (Johnson, 1974).

Nossos resultados mostraram um elevado numero de bandas
esterasicas nas fémeas e nos machos das quatro linhagens de Megaselia scalaris.
Na linhagem CG pudemos identificar até 33 bandas nas fémeas e 28 nos machos.
Em CP esses numeros corresponderam a 32 e 29. Para a linhagem RP, foram
observadas 35 e 34 bandas e, na linhagem PAR 36 e 34 respectivamente, nas
fémeas e machos. Esses nimeros estdo entre os mais altos ja encontrados para
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esterases em insetos, detectadas através de eletroforese em gel de poliacrilamida e
foram, tentativamente, correlacionados a locos génicos responsaveis pela sintese
dessas enzimas. Os locos que codificam para as esterases tém sido amplamente
investigados em insetos. Os primeiros trabalhos neste tépico foram realizados por
Wright (1963) e por Beckman & Johnson (1964) que descreveram seis bandas
esterasicas em homogenatos de Drosophila melanogaster, e observaram que duas
dessas enzimas apresentavam variagoes polimarficas.

Em Drosophila dunni, Carrasco et al. (1984) detectaram seis bandas
esterasicas que foram atribuidas a cinco locos génicos, sendo pelo menos dois
deles polimérficos. Em D. buzzatti 20 bandas esterasicas foram detectados em gel
de poliacrilamida na fase adulta, sendo que uma enzima adicional foi observada na
fase larval (East, 1981). Para o autor, tanto a principal enzima da fase adulta quanto
a enzima larval apresentaram variagoes alélicas.

Ceron (1988) demonstrou para Drosophila mulleri e D. arizonensis
(atualmente D. arizonae), a ocorréncia de 8 locos génicos que codificam para
esterases nas fémeas e 10 nos machos. O autor também relacionou locos
exclusivos de cada espécie, além de dois locos observados apenas nos machos.
Em D. melanogaster, Healy et al. (1991), utilizando técnicas de eletroforese e de
focalizagao isoelétrica, descreveram 23 esterases as quais foram correlacionadas a
19 locos génicos.

Lapenta et al (1995) detectaram 43 bandas esterasicas em oito
linhagens isofémeas, sendo quatro de Drosophila serido, duas de D. koepferae, uma
de D. siriema e uma de D. buzzatii, evidenciando a existéncia de pelo menos trés
locos génicos constantes em todas as espécies. A comparagao da ocorréncia de
bandas comuns e/ou restritas a linhagens da superespécie D. serido serviram para
quantificar o "status" de diferenciagao entre as mesmas. .

Em outros insetos, variagdes no numero de locos e na proporgao de
locos polimérficos para as esterases também foram descritas. Jones & Brancoft
(1986) observaram 12 bandas esterasicas que foram correlacionadas a cinco locos
génicos, sem distingdo de sexo em Anthonomus grandis. J& em Lucilia cuprina
(diptera), pelo menos 16 bandas foram observadas, sendo proposto que, no minimo,
pelo menos sete locos eram responsaveis pelo padrao observado (Hughes &
Raftos,1985 apud Lai-Fook & Smith, 1992). Desse total, a hemolinfa respondia por
10 das bandas observadas, as quais eram codificadas por dois locos polimérficos.

Em Spodoptera frugiperda (lepdoptera), Lima & Contel (1990)
descreveram trés sistemas esterasicos dois dos quais apresentaram variagoes
alélicas com a detecgao de seis alelos para um dos locos. Num estudo envolvendo
12 populagdées naturais de Zaprionius indianuis (um diptero relacionado a
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Drosophila), Parkash & Yadar (1993) demostraram a existéncia de uma elevada
variagao genética em sete locos esterasicos. Segundo os autores essa variabilidade
mostrou uma correlagao positiva com os habitos alimentares e condigdes climaticas
das populagdes estudadas.

Lima-Catelani (1996), através de eletroforese em gel de poliacrilamida,
detectou 19 e 22 bandas com atividade esterasica, em duas populagdes de Aedes
aegypti de diferentes localidades geograficas . Em o Aedes albopictus, essa autora
observou 20 bandas esterdsicas. Entretanto, nenhuma correspondéncia foi
estabelecida entre as bandas de ambas as espécies.

Como ja anteriormente citado, esterases representam um grupo de
enzimas altamente polimérficas provavelmente devido a grande variabilidade de
substratos sobre os quais atuam. Na natureza, os insetos estao adaptados a uma
variada gama de ambientes que promovem mudangas nas fungdes fisioldgicas e
bioquimicas, o que pode estar refletido no alto grau de polimorfismos dessas
enzimas.

Em Megaselia scalaris, identificamos 20 locos esterasicos. Dentre
estes, o grau de polimorfismo foi maior nas linhagens RP (55%) e PAR (65%) do
que nas linhagens CG (45%) e CP (49,5%)..O grau mais elevado de polimorfismo
presente nas linhagens RP e PAR pode estar relacionado ao fato destas linhagens
terem sido coletadas mais recentemente do que as linhagens CG e CP, mantidas no
laboratério ha mais de 10 anos. Essas linhagens veém se adaptando as condigdes
constantes de temperatura, umidade, densidade e tipo de alimento, ha mais tempo
do que as duas primeiras. Entretanto, o X2 para homogeneidade (Tabela 9) foi
altamente significativo quando realizado para a comparagao do polimorfismo de
cada loco esterasico entre as quatro linhagens, demonstrando que a variabilidade
dentro de cada loco nas quatro linhagens ainda € alta.

Conforme Wagner & Selander (1974), o estudo da variagao génica em
19 populagdes de Drosophila revelaram a existéncia de 11 a 33 locos polimorficos,
apresentando uma heterozigose média 14,5%. Spicer & Fleming (1991) estudaram o
polimorfismo proteico em sete populagdes de D. melanogaster com distribuicoes
geograficas distintas, através da eletroforese bi-dimensional. Dos 611 pontos
proteicos demonstrados pela técnica, 90 foram varidveis entre as populacgdes,
indicando um indice médio de similaridade, ao nivel proteico, de 0,965.

Krafsur et al. (1992) utilizaram eletroforese em gel de poliacrilamida
para separar 73 locos enzimaticos em populagdes naturais de Musca domestica. Do
total de locos observados 39 foram considerados polimérficos (53%) e a
heterozigose média foi estimada, entre 34 destes locos, em aproximadamente 16%.
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Krafsur e Black IV (1992) demonstraram que 62% dos 50 locos
aloenzimaticos sdo polimérficos em Musca autumnalis, dos quais a heterozigose
média calculada foi de 18%. Krafsur (1993) utilizando a mesma técnica para o
estudo da Stomoxys calcitrans (L.), espécie hematéfaga conhecida como mosca do
estabulo, detectou 38 locos que codificam varias aloenzimas; destes, 20 foram
polimérficos (52,6%) com uma heterozigose de 9% por loco.

Krafsur et al. (1995) demonstraram a diversidade génica de isoenzimas
em populagdes de Chrysomela scripta (coledptera). Dos 38 locos interpretados 22
foram polimdrficos. A heterozigose média por loco foi de 20%. O alto indice de
polimorfismos apresentados pelos coledpteros foi relacionado a selegao neutra e
grande tamanho efetivo destas populagdes. Taylor et al. (1996) estudaram a
variabilidade em populagdées Cochliomyia hominivorax coletadas no Brasil. Dos 13
locos estudados oito foram polimdrficos (61%), com indice de heterozigose de 15%.

Em Megaselia scalaris, a heterozigose média foi estimada em 22%
para a linhagem CG, 26% para CP, 24% em RP e 19% em PAR. Esses valores sao
superiores aqueles encontrados para varias espécies de Drosophila (Wagner &
Selander, 1974), para as quais foram relatados valores entre 5 a 22%. Uma possivel
explicagao para este fato, talvez, seja a elevada variabilidade dos locos esterasicos
de Megaselia, associada a seus habitos polifagos.

De acordo com Ayala (1965), a manutengdo de populagdes de
Drosophila em garrafas, onde o espago e o alimento sado limitados, levaria a
competi¢cao intraespecifica e a selegao atuaria favorecendo gendtipos adaptados a
estas condigoes. Portanto, para as linhagens CG e CP, o processo seletivo que
promove adaptagdo as condigdes constantes em que sao mantidas, esta atuando
ha mais tempo, promovendo diferengas no padrao de polimorfismo de esterases.
Por outro lado, a homeostase, definida como a propriedade que um organismo ou
populagao tem de equilibrar sua composigdo genética e de resistir a modificagdes
subitas do ambiente, poderia estar ocorrendo de maneira mais acentuada nas
linhagens RP e PAR, mantendo uma taxa maior de polimorfismo.

A especificidade das bandas esterasicas foi primeiramente verificada
pela utilizagdo do o e do P acetatos separadamente. Johnson et al. (1966)
afirmaram que a especificidade ao alfa ou beta-naftil acetato é fracamente definida,
de modo que, se esses substratos sao usados separadamente em géis de uma
mesma espécie, sao obtidos padroes de bandas semelhantes e nenhuma
especificidade é detectada.

Em Megaselia scalaris, observamos que a maioria das esterases é
capaz de hidrolisar ambos os substratos. Entretanto, existe uma variagcao de
intensidade de algumas bandas esterasicas, o que poderia ser relacionado a uma
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atividade mais acentuada de algumas dessas enzimas atuando preferencialmente
sobre um dos substratos, ou a quantidades diferentes das enzimas presentes nas
amostras. Por exemplo, as bandas 2, 3, 14, 15, 16 e 17 coram-se melhor quando a
solugdo de coloragao é preparada com o B naftil-acetato, mostrando que estas
enzimas atuam preferencialmente sobre este substrato. Ja as bandas 4, 5, 8, 9, 10,
11, 12, 41 e 42 apresentam-se mais coradas, pelo o naftil acetato, mostrando
hidrolisa-lo preferencialmente. Também foi possivel demonstrar através da
coloragao por substratos, em separado, que as esterases referentes as bandas 1,
27, 38 e 39 possuem atividade especifica ao B-naftil acetato. Lima-Catelani (1996)
demonstrou, da mesma forma, bandas que sao coradas apenas pelo B-naftil em
Aedes aegypti e Aedes albopictus. Conforme Carrasco et al. (1984), solugdes de
coloragao com o a ou B-naftil acetatos, preparados conjuntamente, proporcionam
boas resolugdes e revelavam diferengas na especificidade aos substratos.

Neste trabalho, verificamos a relagao de especificidade frente aos
diferentes substratos comparando-se as mesmas amostras coradas por o e f3 naftil-
acetato e por a e B naftil-butirato, sendo todos esses substratos fornecidos em
proporgoes iguais. Conforme Healy et al. (1991), o comprimento da cadeia da
por¢ao acida dos esteres influencia a habilidade da enzima em hidroliza-lo. Os
autores testaram trés substratos: o naftil acetato, o naftil propionato e o naftil
butirato, em 22 esterases de Drosophila melanogaster. Observaram que, embora
muitas enzimas pudessem atuar sobres os trés substratos, a maioria utilizou-os
diferencialmente. Em geral, ocorreu preferéncia ao éster de cadeia mais curta.
Entretanto, foi possivel diferenciar algumas enzimas com atividades especificas aos
outros dois ésteres.

Em Megaselia scalaris identificamos a EST-4 (banda numero 8) como
especifica ao o ou B naftil-acetato, pois nenhuma atividade desta enzima foi
detectada em géis corados com os ésteres do butirato. Atividades diferenciadas
foram observadas para as esterases 1, 2, 3 e 12 (bandas 1, 4, 5, 6, 7, e 28 dos
zimogramas) as quais apresentaram-se mais acentuadamente coradas quando o «
naftil-acetato foi utilizado como substrato, indicando preferéncia por este éster de
cadeia mais curta. As esterases 1A, 6 e 9 (bandas 2, 13 a 17 e 23) que se coram
geralmente em vermelho em géis tratados com o a e o B naftil-acetato em conjunto,
nao apareceram em géis corados utilizando-se o a e o B naftil-butirato como
substratos, mostrando assim especificidade ao éster de cadeia curta, na posigao §.
As enzimas que nao apresentaram preferencia pelo o ou pelo B naftil em particular (
o/B-esterases), esterases 14, 15 e 16 (bandas 31, 32, 35 e 36) apresentaram
atividade apenas frente ao a naftil-butirato, quando esses dois substratos foram
adicionados a solugao de coloragéo.
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Podemos ainda ressaltar, quanto a atividade de algumas esterases, as
diferengas na intensidade de coloragao dessas enzimas, observadas entre machos
e fémeas. Por exemplo a EST-6 (bandas 13 a 17) possui uma atividade marcante
nas fémeas aparecendo fortemente corada e, mais fraca nos machos, revelada por
uma coloragao ténue. Ja as EST-12 (banda 28) e a EST-18 (bandas 40 a 41)
apresentam-se com maior atividade nos machos, sendo bandas bem delimitadas e
fortemente coradas.

Polyakova & Korochkin (1986) observaram variagdes individuais de
intensidades das bandas esterasicas em varias espécies de Drosophila do grupo
virilis, atribuindo-as a peculiaridades fisiolégicas dos individuos. Ceron (1988) e
Lapenta (1995) observaram um aumento de intensidade de coloragdao em bandas
esterasicas, refletindo variagées na quantidade das enzimas. A maior atividade de
algumas bandas foram observadas em hibridos interespecificos e foram
relacionadas a soma das expressoes dos dois genes das duas espécies.

Em Megaselia scalaris, as diferengas de atividade das esterases EST-
6, EST-12 e EST-18 entre os sexos podem estar relacionadas a atividades
fisiologicas diferentes. Em D. melanogaster ja esta bem estabelecido o papel
fisiolégico importante na reprodugcao desempenhado pela EST-6, uma enzima
predominantemente encontrada nos machos.

A utilizagdo de inibidores é uma das principais maneiras de

classificagdo das esterases em insetos e outros organismos. As carboxilesterases
sao conhecidas como serino hidrolases fortemente inibidas por compostos
organofosforados. Por outro lado essas enzimas sao relativamente resistentes

quando tratadas com carbamatos (carbaril, eserina, prostigmina, etc.) ou inibidores
de grupos sulfidrilas, como o PCMB (Murthy & Veerabhadrappa, 1996).

Um papel importante das carboxilesterases na prevengao do
envenenamento por organofosforados no homem e outros mamiferos, foi salientado
por Maxvell (1992). A reagao das carboxilesterases e butirilcolinesterases do soro
com os inseticidas organofosforados reduz a quantidade do produto tdéxico que pode
atuar sobre a acetilcolinesterase do sistema nervoso central. Assim,
carboxilesterases e butirilcolinesterases do soro seriam inibidas pelos
organofosforados, mas ao mesmo tempo, serviriam como uma barreira de protegao
para o SNC. As carboxilesterases e as butirilcolinesterases seriam enzimas
"sequestrantes" dos organofosforados. Isso explicaria, por exemplo, por que os
aplicadores de inseticidas que apresentam baixos niveis de butirilcolinesterases
(pseudocolinesterases do soro) sao mais sensiveis ao envenenamento por
organofosforados.
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Entre as esterases dos imagos de Megaselia scalaris (Tabela 10), pelo
menos sete apresentaram forte inibigao pelo malathion (organofosforado) mas nao
foram significativamente inibidas pela eserina. Essas enzimas correspondem as
esterases 5, 10, 14,15 ,16, 17, 18, e por isso consideradas pertencentes a classe
das carboxilesterases.

Acetilcolinesterases sao, por sua vez, inibidas pelos organofosforados
e por carbamatos (eserina e outros).

As esterases 12 e 19 foram inibidas pelo malathion, eserina,
prostigmina e, em menor escala, PMSF (Tabela 10). Esses dados indicam
fortemente que essas enzimas sejam acetilcolinesterases. A esterase 12 foi
observada em 100% dos individuos nas quatro linhagens. Além disso apresentou
atividade para o o naftil acetato, fato comum as acetilcolinesterases de outros
insetos. Outra caracteristica marcante é a sua inibigcao pela eserina e prostiguimina,
que sao considerados inibidores especificos das colinesterases.

Um dnico loco génico, denominado Ace, é responsavel pela sintese da
acetilcolinesterase em insetos. Sua expressao nesses organismos localiza-se
exclusivamente nas células do sistema nervoso central, sendo que a proteina

formada apresenta uma especificidade intermediaria entre as acetilcolinesterases e
as butirilcolinesterases encontradas nos vertebrados. O gene Ace de Drosophila

melanogaster ja foi clonado (Hall & Spierer, 1986) e sua expressao verificada em
Drosophila e em oocistos de Xenopus (Hoffmann et al., 1992 ; Fournier et al., 1992).
Embora um unico gene seja responsavel pela codificagao da acetilcolinesterase nos
insetos, varias formas moleculares diferentes desta enzima foram observadas. Em
Drosophila melanogaster, Healy et al. (1991) mostraram a existéncia de quatro
isoenzimas para acetilcolinesterase em cérebros de larvas e de moscas adultas. No
besouro da batata (Leptinotarsa decemlineata), foram purificadas duas formas
moleculares diferentes para esta enzima, constituida de dois dimeros com pesos
moleculares e pontos isoelétricos iguais, mas com propriedades hidrofilicas
diferentes (Zhu & Clark, 1994). Em outro inseto, Lygus hesperus (hemiptera) formas
moleculares monoméricas e diméricas para a acetilcolinesterase ja haviam sido
identificadas (Zhu & Bundley, 1992).

Em Megaselia scalaris (Tabela 10), além da esterase-12, classificada
como acetilcolinesterase, também a esterase-19 apresenta propriedades que
sugerem ser esta enzima, uma segunda colinesterase. Esta enzima poderia ser
originada de um segundo loco para acetilcolinesterase, ou corresponder a uma
forma molecular diferente da esterase-12, ambas codificadas pelo mesmo gene.
Considerando os dados obtidos para outros insetos, acreditamos que a segunda




interpretagdo seja a mais correta. Nesse caso, a esterase-19 nao seria codificada
por um loco especifico.

Algumas esterases de Megaselia scalaris também foram inibidas pelo
PMSF. As esterases 6 e 15 apresentaram inibigao total. Ja as esterases 14, 16 e 19
foram quase que totalmente inibidas nas mesmas condi¢ées experimentais. O
PMSF é um reconhecido inibidor de serino-proteases, podendo também inibir outras
hidrolases cuja agao catalitica depende de um residuo de serina no centro ativo. As
carboxilesterases e colinesterases fazem parte deste segundo grupo de enzimas.
Portanto, os resultados obtidos com o PMSF reforcaram, em alguns casos, a
classificagao de algumas esterases de Megaselia como carboxilesterases ou
colinesterases. Entretanto outras esterases, que tentativamente classificamos como
carboxilesterases, nao foram inibidas por este composto, talvez em fungao da
estrutura tridimensional dessas enzimas que formam seus centros ativos
inacessiveis ao PMSF. Dentre as esterases de Megaselia scalaris, a esterase-6 foi a
unica que demonstrou uma sensibilidade quase que exclusiva ao PMSF, nao sendo
inibida pelo malathion ou PCMB. Esta enzima foi detectada em todas as fases do
desenvolvimento nas duas linhagens analisadas, indicando um papel fisioldgico
importante. Uma atividade enzimatica que poderia corresponder ao papel da
esterase-6, seria o de uma enzima proteolitica com fungdo digestiva ou de
desintoxicagao. Uma evidéncia indireta para esta suposigao seria o fato de que esta
enzima foi inibida pelo PMSF, um potente inibidor de serino proteases.

As esterases 2, 3 e 4 poderiam ser consideradas arilesterases pelo
fato de terem sido inibidas pelo PCMB e no caso da esterase-4 também pelo sulfato
de cobre. Os dados da Tabela 10 também indicam que a esterase-8 poderia ser
tentativamente considerada uma acetilesterases, ja que nao foi inibida por nenhum
dos compostos testados.

Varias hidrolases apresentam padrdes especificos de expressao no
desenvolvimento dos insetos, desempenhando atividades importantes. Por exemplo,
Takarashi et al. (1992) detectaram um aumento da sintese de uma proteinase nos
ovarios das fémeas de Bombyx mori que ocorria durante a transi¢cdo pupa-imago e
posteriormente era depositada nos ovos. A fungdo desta proteinase seria a
degradacao da vitelina nos ovos fertilizados, suprindo o desenvolvimento do
embriao.

Outro exemplo, ja amplamente demonstrado, € a fungao das esterases
do horménio juvenil que sao sintetizadas em periodos especificos do
desenvolvimento dos insetos e que desempenham fungdes importantissimas no
processo de metamorfose. Um trabalho mais recente, embora nao envolva uma
enzima em particular, refere-se a nao deposigao das catecolaminas e escurecimento
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do puparium de Ceratitis capitata, levando a formagao de "pupas brancas".
Provavelmente esse fendmeno esteja relacionado a auséncia de uma proteina
especifica desta fase do desenvolvimento e que é responsavel pelo transporte das
catecolaminas da hemolinfa para a cuticula da pupa (Wappner et al. 1995).

O padrao de esterases no desenvolvimento das linhagens CG e PAR
de Megaselia scalaris mostraram que algumas esterases tiveram uma expressao
constante durante todo o ciclo, como por exemplo a esterase-6, ja mencionada
anteriormente. Esta enzima foi detectada com atividade acentuada desde larvas de
1° estadio até adultos. Outra enzima que apresentou uma atividade constante ao
longo do desenvolvimento foi a esterase-12, ja identificada como acetilcolinesterase.
Esta enzima apresentou uma atividade muito mais baixa em larvas de 3° estadio em
comparagao com o estadio de pupas ou adultos (Figura 14). Nao temos uma
explicagdo para este fato. Talvez, o grau de complexidade do sistema nervoso
central dos adultos seja maior do que no estadio larval, exigindo uma maior
atividade (ou concentragdo) desta enzima. Também detectamos uma atividade
muito maior da EST-12 nos machos em relagao as fémeas, embora as fémeas
apresentem um conteudo proteico maior. Ja foi observado que em testes de
bioensaios para inseticidas organofosforados, os machos de Megaselia scalaris
mostraram-se muito mais sensiveis do que as fémeas (Qadri, 1969).

Em larvas de 1° e 2° estadios detectamos uma esterase especifica
destas fases, indicada pelas setas nas Figuras 12 e 13. Nao ha correspondéncia
desta enzima nas demais fases larvais.

Para larvas de 3° estadio podemos observar uma atividade acentuada
da esterase-15, uma carboxilesterase inibida pelo malathion e PMSF. Esta enzima
tem sua atividade diminuida na fase de pupa, tornando-se constante em baixos
niveis nos adultos. Uma possibilidade para a fungao desta enzima seria atuar, em
conjunto com a esterase-14, nos processos de metabolizagao da cuticula.

As linhagens CG e PAR apresentaram algumas bandas com atividade
esterasica nos casulos vazios. Essas enzimas foram tentativamente numeradas
como EST-5 (cas), EST-10 (cas) e EST-14 (cas), com base na posigao das
esterases detectadas nos adultos. Essa designacao tem uma finalidade meramente
classificatéria porque nao podemos afirmar se as enzimas observadas nos casulos
vazios sao as mesmas ja descritas para as moscas adultas. De todo modo, essas
enzimas parecem ser sintetizadas pelo organismo (na fase de pupa) e entao
acumuladas no tegumento ou cuticula do casulo (Figuras 16 e 17). Além disso a
solubilizagao das enzimas dos casulos com desoxicolato de sédio e/ou triton X-100
indica que as mesmas estejam associadas a matriz lipidica do casulo, constituida
principalmente de lipidios, proteinas e queratina. Essas enzimas as vezes podem




ser fracamente detectadas nos adultos (Figura 17, amostras 12 e 15), onde talvez
estejam associadas a cuticula. Enzimas encontradas nos casulos foram detectadas
pela primeira vez em Drosophila pseudoobscura por Berger & Canter (1973). Esses
autores descreveram as propriedades de um grupo de enzimas que se
posicionavam na regiao andédica dos géis e que apresentavam atividade maxima
nas pupas. Essas enzimas também podiam ser detectadas nos casulos vazios, apos
a eclosao da mosca. Além disso, os autores acima sugeriram que essas esterases
poderiam ser de ocorréncia geral desde que foram detectadas em outras espécies
de Drosophila filogeneticamente nao relacionadas. Estudos de Ceron (1988)
mostraram a presen¢a de esterases especificas da fase de pupa detectadas nos
casulos de D. mulleri e D. arizonae (Mani, resultados nao publicados) que poderiam
assemelhar-se aquelas ja descritas por Berger e Canter (1973).

Os autores acima citados postularam que, nos insetos, poderia existir
um grupo de enzimas esterasicas cuja fungao seria facilitar o processo de muda,
através da digestdo da cuticula da pupa. Esse conjunto de enzimas parece ter
grande semelhanga com as enzimas da muda dos lepiddpteros.

As enzimas que identificamos nos casulos vazios de Megaselia scalaris
parecem enquadrar-se nessa categoria. Além disso o comportamento frente a
inibidores apresentado pelas mesmas foi essencialmente similar ao descrito para
Drosophila pseudoobscura . As enzimas dos casulos ndo foram inibidas por agentes
mercuriais nem por eserina, sendo completamente inibidas pelo malathion e em
parte pelo PMSF. Esses dados indicam que as esterases do casulo de Megaselia
scalaris podem ser classificadas como carboxilesterases, contendo serina em seus
centros ativos.

A cuticula dos insetos é ccnstituida principalmente por fibras de quitina
associada a uma matriz proteica e lipidica. A purificagdo e seqiienciamento de
algumas proteinas cuticulares em varias ordens de insetos, tem demonstrado uma
grande similaridade em suas seqUéncias de aminoacidos, indicando um papel
estrutural importante para as mesmas (Jensen et al.,, 1997; Andersen et al., 1997).
Outros trabalhos tém mostrado a presenc¢a de enzimas associadas a cuticula larval
e pupal, envolvidas no processo de esclerotizagao e defesa dos insetos (Andersen,
1989). As atividades quitinoliticas e proteoliticas associadas aos processos de muda
ja estao bem estabelecidas nos insetos. Em Manduca sexta, Brookhart & Kramer
(1990) caracterizaram varias proteinases do fluido da muda deste inseto. A
degradagao da cuticula veiha é iniciada por um ataque das proteinases, expondo a
quitina para subsequente ataque das quitinases. Os dados obtidos neste trabalho,
embora preliminares, poderiam indicar que, em Megaselia scalaris, um grupo de
enzimas com essas fungdes estariam agindo na fase de pupa, com a fungao de
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facilitar a digestao do exoesqueleto e/ou a formagao do opérculo por onde o inseto
adulto poderia emergir. Entretanto, vale ressaltar que a atividade esterolitica das
enzimas encontradas nos casulos vazios de Megaselia scalaris talvez nao reflita o
verdadeiro papel apresentado por essas hidrolases in vivo.

Além de todos os aspectos anteriormente citados, Megaselia scalaris é
uma espécie geneticamente interessante por apresentar um mecanismo incomum
de determinagao sexual. Segundo Mainx (1964), (1966) e Johnson et al. (1988),
Megaselia scalaris possui trés pares de cromossomos homomorficos, dos quais dois
pares sao longos, metacéntricos e indestingliveis entre si, enquanto o terceiro é
curto e acrocéntrico. Nesta espécie, a diferenciagdo sexual ocorre através de uma
unidade subcromossdmica denominada "sex-realizer", ou fator M, o qual pode ligar-
se terminalmente a qualquer um dos trés cromossomos, determinando o sexo nos
machos. O processo de troca deste fator pode ocorrer entre cromossomos nao
homdlogos em uma proporgao de 0,08 a 0,34%, considerado como um processo de
translocagao (Mainx, 1966) ou de transposi¢dao (Green,1980 e Traut & Willhoeft,
1990).

De acordo com Mainx (1964) o polimorfismo unissexual e o processo
de translocagao de Megaselia scalaris indicam a existéncia de um valor adaptativo
como tem sido demonstrado para outros polimorfismos genéticos. O autor
estabeleceu suposigoes para tentar interpretar os valores adaptativos do

polimorfismo unissexual. Parece possivel que o "sex-realizer" possa ter um efeito de
posi¢cao sobre genes particulares dentro de um grupo de ligagdo no qual estaria
localizado, ou por um sistema baseado na heterose. Uma vez que a permuta é

fotemente reduzida nos machos, cada cromossomo que possui 0 "sex-realizer' é
continuamente protegido contra distirbios na sua sequéncia génica e, pela
incorporagao de inversdes, esta protegao poderia ser posteriormente fortalecida. O
cromossomo determinante do sexo poderia entao servir como um modelo no qual
séries alélicas heterdticas no sexo masculino poderiam ser construidas, algo como
coadaptaga@o. Dependendo do valor seletivo dos efeitos heteréticos nos trés grupes
de ligagao, o sistema teria uma certa elasticidade na sua adaptabilidade, a qual
seria manifestada nas variagdes das propor¢des dos trés tipos de machos dentro de
uma populagdo, conferindo uma vantagem adaptativa principalmente ao sexo
masculino.

Johnson et al. (1988) isolaram e caracterizaram sete marcadores
citogeneéticos, as translocagées T1-T7, e trés novos marcadores genéticos
fenotipicos envolvendo dois ou todos os trés cromossomos do lote hapléide. Todas
as translocagdes foram reconhecidas como macho especificas, transmitidas dos
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pais para os filhos. Assim, os autores conseguiram localizar o fator determinante do
sexo, M, em um dos dois cromossomos metacéntricos.

Willhoeft & Traut (1990) analisaram, através de sondas genéticas,
duas populagoes de origem geogréfica diferente e verificaram semelhangas muito
grandes no cromossomo Y (autossémico portador do fator M), sugerindo que o
mesmo cromossomo é portador do fator M desde a separagao dessas linhagens. Na
comparagao dos cromossomos X e Y, encontraram pequenas diferengas sugerindo
quer estes cromossomos estejam em um estagio inicial de diferenciagao. Traut et al.
(1990) através do estudo do pareamento somatico de cromosssomos homadlogos e
de translocagdes utilizadas como marcadores citogenéticos, demonstraram que o
fator determinante do sexo € necessariamente parte de uma translocacao
balanceada. Os autores demonstraram quatro tipos de translocagdes: T1 e T6,
t(1;2), T4 t(2;3) e T3 t(1;2;3) e concluiram que o cromossomo |l é o Unico envolvido
em todas as translocagodes, caracterizando-o como o portador do fator determinante
do sexo. Traut & Willhoeft (1990) usaram marcadores genéticos e fenotipicos em
linhagens de laboratério para detectar os raros casos nos quais 0s pares
cromossoémicos | ou lll atuam como par sexual.

Traut (1994) localizou e mapeou o fator determinante do sexo (fator M)
através de marcadores fenotipicos em duas linhagens independentes de M. scalaris.
O autor revelou duas diferentes localizagdes do fator M no cromossomo lll. Wilthoeft
& Traut (1995) obtiveram uma linhagem criada pela recombinagdo entre o
cromossomo Y original (autossdémico homomorfico Il) e um cromossomo X. Através
de sondas especificas para a regidao do cromossomo Y original, os autores
conseguiram demonstrar que o fator determinante do sexo esta na posicao terminal
do brago curto do cromossomo Y (cromossomo2).

Em Megaselia scalaris constatamos que existem diferengas quanto a
ocorréncia de algumas bandas esterasicas, comparando-se machos e fémeas das
diferentes linhagens. Tais diferengas poderiam constituir uma demonstragao direta
do grau de polimorfismo génico de cada sexo. As proporgdes médias de locos
polimodrficos mostraram-se de 8 a 16% maiores nas fémeas do que nos machos. Por
outro lado, para a esterase-5, observamos em cruzamentos intralinhagens uma
correlagao entre sua expressao nos machos F1 ser igual a do pai, em 90% dos
casos. Esses dados embora preliminares sugerem que pelo menos uma das
esterases de Megaselia scalaris poderia servir como marcador bioquimico
relacionado ao fator determinante do sexo, neste inseto.

Os dados obtidos no presente trabalho, justificam, em nosso entender
a continuidade dos estudos referentes as esterases de Megaselia scalaris. O grau
de polimorfismo dos diferentes locos propostos, a variagdo do padrdao no
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desenvolvimento, a variagdo de expressdo de algumas enzimas entre 0s sexos,
sugerindo a presenga de mecanismos reguladores, sao algumas observagdes que
recomendam o prosseguimento nessa linha de pesquisa.
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V. RESUMO E CONCLUSOES

Nesse trabalho foram analisados os padroes de esterases em quatro
linhagens de Megaselia scalaris (Diptera, Foridae) Duas dessas linhagens,
denominadas CG e CP tém sido mantidas no laboratério ha mais de dez anos. As
outras duas (RP e PAR) foram coletadas mais recentemente, e mantidas nas mesmas
condigoes.

As linhagens CG e PAR foram utilizadas para a determinagao do tempo
de desenvolvimento deste inseto, realizado a 25°C em meio de fuba-araruta. O
periodo embrionario correspondeu a 20,7 horas. O periodo larval foi de 6,9 dias,
enquanto a fase de pupa durou cerca de 11,7 dias para os machos e 13,6 dias para as
féemeas. Os machos apresentaram um tempo de desenvolvimento menor, em
aproximadamente dois dias, em comparagao as fémeas. A duragao do periodo ovo-
imago para os machos foi em média de 19,2 dias e para as fémeas 21,7 dias. Este
padrdo incomum de eclosdo dos machos pode ter, na natureza, algum efeito
adaptativo para esta espécie, reduzindo a incidéncia de endocruzamentos.

As quatro linhagens apresentaram praticamente o mesmo perfil de
bandas esterasicas. Na linhagem CG detectamos 33 bandas, nas fémeas, e 28 nos
machos. Na linhagem CP esses numeros foram 32 e 29. Para a linhagem RP
encontramos 35 e 34 bandas, e em PAR ,36 e 34 bandas nas fémeas e machos,
respectivamente.

Algumas bandas esterasicas apresentaram preferéncia na hidrdlise do o
naftii acetato e, portanto, foram consideradas alfa-esterases. Também foram
detectadas enzimas que hidrolizaram preferencialmente o B naftil-acetato. Essas
enzimas foram classificadas como beta-esterases. Detectamos ainda um terceiro
grupo de enzimas que nao mostraram preferéncia por nenhum dos dois substratos em
particular. Essas enzimas foram denominadas alfa-beta esterases. Todas as esterases
de Megaselia scalaris apresentaram atividade frente ao o naftil-butirato, em graus
variados, com excecao da esterase-4 que nao foi detectada por este substrato.

A andlise do padrao de bandas, a especificidade aos substratatos e a
sensibilidade diferencial aos inibidores permitiram-nos estimar que as esterases de
Megaselia scalaris sao codificadas por pelo menos 17 locos génicos. Nao foi
identificado nenhum loco que codifique uma esterase sexo-especifica. Os mesmos
locos foram encontrados nas quatro linhagens, exceto o loco Est-1, observado apenas
nas linhagens CG e PAR. Entretanto, as quatro linhagens puderam ser diferenciadas
com base no padrao especifico de cada linhagem. Dentre esses locos os que
codificam as esterases-1, 4, 11, 12, 14 foram monomérficos. Ja os locos para as
esterases-1A, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 13, 15, 16, 17, 18, 19 foram consideradas
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polimérficos, com base nos padrées encontrados nos adultos e na andlise de
cruzamentos por casal. Também foi observada a existéncia de "alelos nulos" para os
locos que codificam as esterases 5 e 6.

O uso dos inibidores permitiu uma classificagdo das esterases
observadas nos adultos de Megaselia scalaris. Dentre essas enzimas, sete foram
consideradas carboxilesterases com base na inibicao pelo malathion, um composto
organofosforado. Essas carboxilesterases corresponderam as esterases 5, 6, 10, 14,
15, 16 e 18. As esterases 2, 3 e 4 foram classificadas como arilesterases devido a
inibicao especifica pelo PCMB. As esterases 12 e 19 foram inibidas pelo malathion,
prostigmina e em menor escala pelo PMSF, sendo classificadas como
acetilcolinesterases. E provavel que a esterase-19 seja uma forma derivada da
esterase-12. A esterase-6 também foi inibida pelo PMSF, indicando que esta enzima é
uma carboxilesterase com um residuo de serina em seu centro ativo, acessivel a este
inibidor.

Os casulos vazios de Megaselia scalaris apresentaram pelo menos trés
esterases que também foram classificadas como carboxilesterases. Essas enzimas
parecem ser sintetizadas na fase de larva ou pupa e posteriormente depositadas no
tegumento dos casulos. Nao temos evidéncias do papel das carboxilesterases dos
casulos vazios. Entretanto essas enzimas poderiam desempenhar atividades
hidroliticas relacionadas ao tegumento da pupa, como observado para outros insetos.

Algumas esterases apresentaram atividade em periodos especificos ou
variagoes de atividade ao longo do desenvolvimento de Megaselia scalaris. Esses
dados foram observados nas duas linhagens escolhidas para este estudo, CG e PAR.
Em especial, detectamos uma esterase presente apenas nas fases de larvas de 1° e 2
° estadios. As esterases observadas nos casulos também parecem ser sintetizadas
em periodos especificos das larvas de 3° estadio e posteriormente transferidas para
os casulos. A enzima que identificamos como acetilcolinesterase (esterase-12)

apresentou uma baixa atividade em larvas de 3° estadio, comparada a outros
periodos. Essa enzima também mostrou uma atividade bem maior nos machos do que
nas fémeas, embora os machos apresentem uma quantidade de proteinas bem
menor.

A analise de cruzamentos por casal realizada para as quatro linhagens
confirmou a existéncia de "alelos nulos" para os locos esterdsicos 5 e 6. Esses
estudos também mostraram que pelo menos uma das esterases, a esterase-5, parece
estar associada ao fator determinante do sexo em Megaselia scalaris. Estudos
posteriores devem ser conduzidos para esclarecer este ponto.
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VI. SUMMARY AND CONCLUSIONS

The esterase patterns was investigated in four strains of Megaselia
scalaris (Diptera, Phoridae) by polyacrylamide gel electrophoresis. Two of these strains
(CG and CP) have been reared in corn wheat-arrowroot culture medium for more than
ten years. The other two strains (RP and PAR) were collected more recently and have
been mantained in the same conditions.

Two of these strains (CG and PAR) were used for determinig the life-
cycle of this insect at 25°Cin corn wheat-arrowroot medium. The embryogenesis
period lost about 20,7 hours.The mean duration of the larval period was 6,9 days
whereas for the pupal stage it was found to be 11,7 days for pupae which originate
males and 13,6 days for those originating females.The overall life-cycle was
determined to be 19,2 days for males and 21,7 days for females.This unusual eclosion
pattern might reduce the incidence of inbreeding in natural populations of this insect.

We have detected 33 esterase bands in females and 28 in males for the
CG strain. In CP strain these numbers were 32 and 29, respectively in females and
males.The esterase bands in RP and PAR strains were 35 and 36 in the females,
respectively for both strains. We found 34 bands in the males of these two strains.

Some of these enzymes were classified as beta-esterases due to their
preference to hydrolise the beta-naphthyl-acetate as a substrate whereas other

esterases showed a distinct preference for the alpha-naphthyl isomer, being classified
as alpha-esterases.A third group did not show any particular preference for one or

another substrate and therefore were assigned as alpha-beta-esterases.

The banding patterns, along with the substrate preference and differential
inhibition behavior shown by the esterases in the four strains, allowed us to propose
that in Megaselia these enzymes are coded at least.by 17 gene loci, all of them
expressed in both females and males.The four strains presented the same loci number
but one, the Est-1 locus, was observed only in the CG and PAR strains.Despite of this
observation, the four strains could be differentiated based on its specific alleles
distribution.The loci for the esterase-1, 4, 11, 12 and 14 displayed monomorphic
patterns; however, the loci for the esterase-1A, 2, 3,5, 6,7, 8,9, 10, 13, 15, 16, 17, 18
and 19 have been considered polymorphic. Null alleles were observed for the esterase-
5 and esterase-6 loci.

The use of inhibitors allowed us to classify the esterases found in adult
flies in three classes. The esterase-5, 6, 10, 14, 15, 16, and 18 were classified as
carboxylesterases due to their inhibition by the organophosphate malathion. Esterase-
2, 3 and 4 were considered as belonging to the arylesterase class, as they are
selectively inhibited by PCMB. Esterase-12 and 19 were classified as

AVA |
AVAVEY'

4 3 4 5 6 7 unespm.l 12 13 14 15 1o 17 18



acetylcholinesterases as judged by their inhibition profile against malathion, eserine
sulfate, and prostigmine. Esterase-6 could be further classified as a serine hydrolase

based on its sensitivity to PMSF.

We have observed three esterases in the empty pupal case of Megaselia
scalaris.These enzymes were also classified as carboxylesterases.They seem to be
synthesized in third instar larvae and further deposited in the pupal case, where they
might have some hydrolytic functions as described for other insects.

Some esterases of Megaselia scalaris presented a specific pattern
during the life-cycle of this insect. These observations were made in two strains
selected for this experiment (CG and PAR). We detected one alpha-esterase specific
to the first and second larvae periods. We also observed that the esterases deposited
in the pupal cases were synthesized in the third instar larvae. The acetylcholinesterase
(esterase-12) was observed to have a much lower activity in the third instar larvae, as
compared to pupae or adult flies. In contrast, this enzyme showed a greater activity in
males than females in spite the higher protein content presented by females.

Pair mating crosses have confirmed the existence of null alleles for
esterase-5 and esterase-6 loci. These crosses also indicated that the expression of the
esterase-5 seems to be associated to the “sex-realizer factor” described for Megaseiia
scalaris.
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