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RESUMO

Introducdo: O Aedes aegypti é o responsavel pela transmissdo de doencas em
diversos paises do mundo, principalmente naqueles em regifes tropicais, como o
Brasil. No pais, ele é responsavel por eventos endémicos anualmente, principalmente
em regibes menos desenvolvidas. Além das condigcBes ambientais que sédo favoraveis
ao seu desenvolvimento, o mosquito apresenta estratégias que auxiliam sua
adaptacao, como por exemplo, o uso de uma condi¢céo hipometabdlica, a quiescéncia,
guando as condi¢Bes ambientais ndo séo favoraveis para seu desenvolvimento, ainda
no estagio de ovo. Objetivos: Avaliar a atividade de enzimas antioxidantes, a G6PD
e a GST em mosquitos Ae. aegypti adultos que emergiram de ovos mantidos em trés
tempos diferentes de quiescéncia (0, 60 e 120 dias), com o intuito de avaliar como a
ocorre a modulacéo dessas enzimas apos o periodo hipometabdlico. Resultados: Foi
observado um valor de p igual a 0,0014 para G6PD e de 0,0019 para GST,
comprovando que h& variacdo estatisticamente significativa entre os tempos de
quiescéncia, sendo mais significativo ressaltar que na G6PD notou-se um aumento da
atividade no t60, indicando o aumento do aporte de NAPDH e uma diminuicao préxima
ao valor original no t120. J4 a GST apresentou aumento da atividade no t60 mantendo-
se estatisticamente equivalente até o t120. Conclusé&o: Sugere-se que a modulacdo
destas enzimas esta associada a adaptacdo para manutencdo da quiescéncia do
embrido durante o periodo de estiagem na regido, que pelos dados meteorol6gicos,
sdo de cerca de 120 dias. Além disso, aumento da atividade das duas enzimas
avaliadas sugere que a teoria do preparo para o estresse oxidativo é positiva no
mosquito, tendo aumentado agentes celulares antioxidantes que tem a finalidade de
proteger a espécie da acao de radicais livres e espécies oxidantes durante essa fase
hipometabdlica. Assim, percebe-se que nos diferentes tempos de quiescéncia houve
modulacdo nas atividades enzimaticas para que 0s mosquitos Ae. aegypti sobrevivam
ao estresse oxidativo devido a reoxigenacao devido ao fim do estado hipometabdlico.

Palavras-chave: Aedes aegypti. Quiescéncia. G6PD. GST. Estresse oxidativo.
Enzimas antioxidantes.



CARMO, Eugénio Nunes. EVALUATION OF ENZYMATIC ACTIVITY OF
GLUTATHIONE S-TRANSFERASE AND GLUCOSE 6-PHOSPHATE
DEHYDROGENASE IN AEDES AEGYPTI AT DIFFERENT QUIESCENCE TIMES.
39p, 2022. Monografia (Bacharelado em Medicina) — Centro das Ciéncias Bioldgicas
e da Saude, Universidade Federal do Oeste da Bahia, Barreiras.

ABSTRACT

Introduction: Aedes aegypti is responsible for the transmission of diseases in several
countries around the world, especially in tropical regions, such as Brazil. In the country,
it is responsible for endemic events annually, especially in less developed regions. In
addition to the environmental conditions that are favorable to its development, the
mosquito presents strategies that aid its adaptation, such as the use of a
hypometabolic condition, quiescence, when environmental conditions are not
favorable for its development, still in the egg stage. Objectives: In view of this
condition, the present study evaluated the activity of antioxidant enzymes, G6PD and
GST in adult Ae. aegypti mosquitoes that emerged from eggs kept at three different
quiescence times (0, 60 and 120 days), to evaluate how the modulation of these
enzymes occurs after the hypometabolic period. Results: The results showed a p
value equal to 0.0014 for G6PD and 0.0019 for GST, proving that there is a statistically
significant variation between quiescence times, and it is more significant to highlight
that in the G6PD there was an increase in activity in t60, indicating an increase in the
contribution of NAPDH and a decrease close to the original value in t120. GST showed
an increase in t60 activity, remaining statistically equivalent until t120. Conclusion: It
is suggested that the modulation of these enzymes is associated with adaptation to
maintain the embryo's quiescence during the dry season in the region, which by
meteorological data, are about 120 days. In addition, increased activity of the two
enzymes evaluated suggests that the theory of preparation for oxidative stress is
positive in the mosquito, due to increased antioxidant cell agents that have the purpose
of protecting the species from free radicals and oxidizing species during this
hypometabolic phase. So, it can be seen that in the different quiescence times there
was a modulation in the enzymatic activities so that the Ae. aegypti survive oxidative
stress due to reoxygenation due to the end of the hypometabolic state.

Keywords: Aedes aegypti. Quiescence. G6PD. GST. Oxidative stress. Antioxidant
enzymes.
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1 INTRODUCAO

O Aedes aegypti (Ae. aegypti) € o principal vetor de transmissao de quatro
arboviroses bastante incidentes no Brasil: o virus da dengue, o do zika, o da
chikungunya e o da febre amarela. O cenario epidemioldgico dessas doengas, mesmo
com campanhas de prevencdo sendo intensificadas nos periodos de alta, tem
nameros significativos, sobretudo na Bahia, devido a suas caracteristicas
socioambientais e climéaticas, que se assemelham muito as condi¢gdes dos paises de
origem do mosquito, localizados na Oceania e no sudeste asiatico (CAMPBELL, 2002;
MENEZES et al, 2021).

Por conta dos habitos antropofilicos, o Ae. aegypti consegue se adaptar
facilmente as condicbes encontradas nos centros urbanos, transformando em
reservatorio para suas larvas diversos tipos de recipientes, desde que contenham
agua. Isso facilita a manutencéo e proliferacdo da espécie, propiciando a ocorréncia
de epidemias ou endemias de arboviroses transmitidas por esse vetor no Brasil. No
inicio do século XXI, o Brasil foi responsavel por 61% de todas as notificacdes de
dengue no mundo no ano de 2001, desde entédo, a situacdo epidemiologica do pais
nao deixou de apresentar nimeros problematicos. Mesmo que em nimeros menores
em relacdo aos ja apresentados, o pais continua evidenciando altos niveis de
incidéncia, principalmente se comparado a paises da América Latina. A titulo de
exemplificacdo, no ano de 2016, o Brasil foi responsavel por cerca de 65% dos casos
notificados de dengue em todo continente americano (TAVEIRA, 2001; LOZOVEI,
2001; BARROSO, 2020).

A partir do final do primeiro trimestre de 2020, por conta da pandemia de
COVID-19, os numeros apresentaram uma distribuicdo curiosa, haja vista que no
primeiro semestre do ano teve aumento significativo de casos em relacdo aos anos
anteriores; porém, a partir do inicio das medidas mais restritivas geradas pela
pandemia, os trimestres seguintes ndo seguiram a mesma sequéncia (LEANDRO,
2020). Esta situacao pode indicar dificuldades no registro e atendimento de pacientes
com arboviroses por conta da atengéo especial no atendimento a pacientes infectados
por SARS-CoV-2.

A apresentacao clinica das trés arboviroses mais comuns -dengue, zika e

chikungunya- é semelhante, e podem variar de quadros leves e inespecificos até
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quadros graves e letais. Os principais sintomas e sinais para reconhecimento das

doencas sdo hipertermia, nauseas, vémito, anorexia, diarreia, erup¢ao cutanea,

cefaleia, dores no corpo e fraqueza muscular. Algumas das principais repercussoes

decorrentes dessas viroses sdo a dengue hemorragica, no caso da Dengue, a

microcefalia, decorrente de infeccfes por Zika durante a gestacdo e a sindrome de

Guillain-Barré, em virtude da Chikungunya (ZARA et al, 2016).

Assim, entende-se o0 porqué de tal espécie ser considerada uma grande
ameaca a saude publica brasileira. Portanto, € imprescindivel compreender as
caracteristicas biolégicas do mosquito, para que dessa forma, ferramentas mais
eficazes sejam propostas para o combate e controle desse vetor no Brasil, sobretudo
no nordeste e com mais foco ainda na regido Oeste da Bahia, regi&o endémica para
as arboviroses transmitidas pelo mosquito. Analisar o vetor em suas diferentes etapas
do ciclo de vida e diferentes contextos ambientais, € relevante para propor medidas
de controle e manejo desse mosquito (MANRIQUE-SAIDE, 2015; ZARA et al, 2016).

Dentre as estratégias utilizadas para o controle do mosquito, pode-se citar o
uso de inseticidas ou pesticidas, controle fisico do vetor, dentre outras formas.
Contudo, o Ae. aegypti apresenta alguns artificios fisiolégicos que podem dificultar
esse controle, como por exemplo, a quiescéncia. Este processo fisiolégico é uma
forma de adormecimento do ovo, que retarda o tempo que o mesmo leva para eclodir,
ocasionado principalmente por fatores climaticos e ambientais, como a baixa umidade
e altas temperaturas (MANRIQUE-SAIDE, 2015; AMARASINGHE, L. D. et al, 2020).

Deste modo, uma pergunta foi formulada a fim de orientar o desenvolvimento
deste trabalho:

1. O mosquito apresenta um ciclo de vida cujas fases sdo passiveis de acdo de
manejo. A fase de ovo € a menos conhecida e talvez uma das fases mais
importantes para manutencédo e propagacao do vetor no ambiente, especialmente
pelo fato de manter o embrido em quiescéncia por um periodo longo de tempo. Os
mecanismos envolvidos com o metabolismo de inseticidas s&o 0s mesmos
envolvidos com o metabolismo redox, que controla o dano oxidativo causado por
espécies reativas de oxigénio geradas pelo processo de respiracao celular. Entdo,

qual é o perfil bioquimico destes elementos em diferentes tempos de quiescéncia?
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Levando em consideracao o questionamento apresentado, definiu-se como objeto
de estudo avaliar o perfil bioguimico de elementos envolvidos nesse processo
metabdlico, a fim de prover conhecimento a respeito da biologia do vetor em termos
de defesa antioxidante, para auxiliar na indicacéo de possiveis estratégias de controle
efetivo do mosquito, além de conhecimento sobre a capacidade deste vetor de lidar
com as possiveis injarias geradas por espécies reativas de oxigénio, que podem
influenciar também na capacidade de transmissdo e manutencao de arbovirus nesta

espécie.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 O MOSQUITO Aedes aegypti E AS ARBOVIROSES

O Ae. aegypti é um artrépode, da familia Culicidae, de habitos diurnos e é
facilmente reconhecido por ser de coloracdo preta com listras brancas e de habitos
urbanos. E um mosquito com vasta distribuicio geogréfica, predominando nas areas
tropicais e subtropicais situadas entre os paralelos de latitudes 45° Norte e 40° Sul e
nas zonas isotermais intermediadas a 20°C. O primeiro registro de dengue no Brasil
é datado em 1982, no estado de Roraima; desde entdo, é observado crescimento da
area de transmisséo dessa doenca, e de ocupacdo do mosquito, para todo o territorio
nacional, principalmente nas regiées com piores indicadores sociodemogréficos
(FORATTINI 2002; GADELHA 1985).

Conhecido por ser o mosquito vetor de quatro grandes viroses: dengue, zika,
chikungunya e febre amarela, o Ae. aegypti tem dados alarmantes, principalmente no
que se refere a primeira das trés viroses. O dengue é o mais prevalente arbovirus no
mundo, sendo encontrado em cerca de cem paises tropicais e subtropicais.
Aproximadamente metade da populacdo mundial estd em zona de risco para infec¢céao
por dengue. J& a infeccdo por Zika Virus, mesmo nao tendo a prevaléncia proxima a
da dengue, apresenta outras preocupacdes, principalmente relacionadas ao seu
potencial de causar defeitos congénitos em fetos e recém-nascidos, como foi visto
recentemente no Brasil na Ultima epidemia da doenga em 2015, com bastante casos
de nascidos com microcefalia. A seguir, as figuras 1 e 2 que apresentam a distribuicdo
global dos casos de dengue, uma das arboviroses transmitidas pelo Ae. aegypti em
diferentes anos (UNO, 2018; TIAN, 2019; MUSSO, 2019).
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FIGURA 1: Distribui¢do global dos casos de dengue em 2015.

FONTE: KRAEMER, 2015

FIGURA 2: Distribuicdo dos surtos de dengue em 2014
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FONTE: http://www.healthmap.org/dengue/index.php

O numero de mosquitos adultos é fortemente influenciado pela pluvialidade,

apresentando estratégias de sobrevivéncia que permite o Ae. aegypti manter uma

populacdo com um tamanho consideravel em periodos entre as estacdes/épocas
chuvosas (CONSOLI, 1994).

O ciclo de vida do inseto é permeado por quatro fases: ovo, larva, pupa e o

mosquito adulto. Os ovos de Ae. aegypti sado elipticos e alongados, e em condi¢des
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ambientais favoraveis, o embrido esta apto para eclodir em cerca de 4 a 7 dias,
contudo, esse estagio de vida do mosquito € o mais resistente, podendo permanecer
em estagio hipometabdlico por até 18 meses. O estagio seguinte € o larval, sua
morfologia é alongada, com formato de verme e colora¢do esbranquicada. Habitam
ambientes aquaticos, em diferentes ecossistemas, como pantanos, rios, lagos e
recipientes antropicos. Esse estagio € subdividido em quatro partes (L1, L2, L3, L4), O
primeiro é o que rompe 0 ovo, por meio de um dente de quitina, exclusivo dessa fase
e o Ultimo entra em metamorfose para avancar de estagio (CONSOLI, 1994; ACIOLE
2009; CANDIDO, 2011).

O terceiro estagio de vida, a pupa, representa a mudanca de habitat, deixando
a vida aquética e indo para a vida terrestre. E um estagio mais lento, devido ao
metabolismo mais lento dessa fase. A quarta e Ultima fase de vida do Ae. aegypti € a
adulta. Os mosquitos na forma que sdo mais conhecidos medem entre 3-6 mm de
comprimento, tem corpo com uma coloracdo escura e faixas brancas; as fémeas
apresentam um aparelho bucal picador e sdo hematéfagas obrigatorias, mas também
se alimentam de outros produtos, como seiva de plantas (FORATTINI, 2002; ACIOLE,
2009; CANDIDO, 2011). Em seguida, Figura 3 com os estagios de vida do Ae. aegypti,

sendo eles: ovo, larva, pupa e mosquito adulto.

FIGURA 3: Ciclo de vida do Aedes aegypti

Larvas

Fonte: Adaptado de Center for Disease Control and Prevention, 2016.
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2.2 A QUIESCENCIA NO MOSQUITO Aedes aegypti

Todos os animais necessitam de nutricAo adequada como fonte de energia
para 0s processos celulares responsaveis pelo crescimento e sobrevivéncia. No
entanto, a disponibilidade de nutrientes no ambiente muda com as transicbes
climaticas sazonais. Para superar periodos cujas condicbes sédo desfavoraveis,
diferentes espécies adotam estratégias biolégicas que sao classicamente
denominadas de diapausa, quiescéncia, torpor ou hibernacdo, dependendo da
espécie e dos aspectos fisiolégicos/metabdlicos associados a cada uma. Artropodes
podem adotar diapausa, quiescéncia ou simplesmente resisténcia ao estresse abibtico
como estratégias de sobrevivéncia (DA SILVA, 2019).

Os estagios de hipometabolismo de resisténcia costumam ser caracterizados
por uma parada do desenvolvimento, que permite a sobrevivéncia em condi¢cdes
desfavoraveis, retomando periodos de crescimento e reproducdo apenas quando as
condicdes sdo favoraveis novamente. Mudancas fisiologicas especificas da espécie
ocorrem durante diferentes formas de parada do desenvolvimento - como ovos, larvas,
pupas, entre outras - incluindo diminuicdo do metabolismo, aumento da tolerancia ao
estresse e producado alterada de proteinas. Essas mudancas garantem protecao
contra inmeros estressores ambientais, como dessecacao, temperaturas extremas e
estresse oxidativo (DA SILVA, 2019).

O ciclo de vida do Ae. aegypti tem uma caracteristica interessante, mas nao
exclusiva da espécie, que facilita sua sobrevivéncia em ambientes, temperaturas e
climas inGspitos, até que essas condi¢cdes se tornem melhores. D4 se 0 nome de
quiescéncia a esta caracteristica. Esse fendmeno consiste na interrupcdo do
desenvolvimento dos ovos do mosquito, sobretudo em locais com baixa umidade e
alta temperatura. Esse fenbmeno funciona, pois, ao receber estimulos ambientais
negativos, o ovo com embrido ja formado diminui consideravelmente sua atividade
metabadlica, inibindo a ecloséo larval, apenas de forma momentanea. Essa condi¢cao
é revertida quando as condicBes favoraveis a sobrevivéncia sdo retomadas
(VINOGRADOVA, 2007; PEREZ; NORIEGA, 2013; OLIVA 2018).

As implicacdes decorrentes desse processo de quiescéncia sao prejudiciais ao

processo de combate ao vetor de arboviroses com impacto mundial tdo amplo, como
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as ja supracitadas. Dentre as consequéncias desse fenbmeno, tem-se o fato de que
a dispersao passiva dos ovos é facilitada, levando ao aumento na dificuldade de tomar
medidas eficazes para controlar a populacdo de mosquitos. Mesmo ndo se tendo
registros anteriores a 1982, suspeita-se que a chegada do vetor no Brasil foi via navios
negreiros, e assim, a quiescéncia foi fator fundamental nesse processo de travessia
oceanica. Além disso, outra implicacdo é a reinfestacdo em locais que ja se havia
controlado, devido a eclosdao de ovos quiescentes assim que as condicdes se
tornaram favoraveis (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; SILVA; SILVA, 1999; DINIZ et al.,
2017).

2.3 O ESTRESSE OXIDATIVO

Os radicais livres, atomos ou moléculas com elétrons desemparelhados na
altima camada da sua eletrosfera, sdo produzidos constantemente nos organismos
animais e vegetais. Essa producdo ocorre de diferentes formas, em diferentes vias,
como no metabolismo mitocondrial, na resposta inflamatéria e em exercicios fisicos.
Eventos que sdo responsaveis pela formacdo de radicais livres variam entre
fenbmenos internos e externos. Nos primeiros, alguns exemplos seriam hipoxia,
anoxia, respiracao aerdbia ou ainda processos celulares que tem envolvimento com o
combate a microrganismos invasores ou substancias toxicas. Fatores externos, como
o uso de medicamentos, radiacdo e tabagismo, tém influéncia direta nos niveis dessas
moléculas, que em excesso, principalmente em situacdes de desequilibrio, levam o
organismo ao estresse oxidativo, 0 que causa prejuizos, como a morte celular
(KUMAR; PANDEY, 2015; PISOSCHI; POP, 2015; RADI, 2018; VELLOSA, 2021).

Os radicais livres sao representados por inUmeros compostos diferentes,
entretanto, dentre eles, vale o destaque para os derivados do oxigénio, haja vista o
impacto que geram em sistemas biologicos. Essas espécies reativas de oxigénio
(ERO) séo: peroxido de hidrogénio (H202), o anion superéxido (O%) e o radical
hidroxila (OH-). O estresse oxidativo pode ter como resultados a degradacédo de
importantes estruturas biolégicas no funcionamento organico das células,

consequentemente, pode causar ou agravar doencgas (KUMAR; PANDEY, 2015).
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2.4 GLICOSE-6-FOSFATO DESIDROGENASE

A glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) é uma enzima citoplasmatica
expressa em tecidos animais e € fundamental para a sobrevivéncia das células. Ela
catalisa a primeira etapa do ciclo das pentoses, que produz NADPH, uma das vias
alternativas para a obtencdo de energia celular. Para as hemacias, por exemplo, é
essencial para a protecdo desse tipo celular como agente antioxidante. Sua
capacidade antioxidante € realizada reduzindo NADP a NADPH, em um processo em
gue a G6PD oxida duas substancias, a G6P e a 6-fosfoglucolactona (NICOLIELO,
2006; MACIEL, 2007).

A NADPH, produto da reducdo de NADP no ciclo das pentoses, atua na
detoxificacdo celular, sendo responsavel por eliminar radicais livres e peréxidos. A
remocao desses peréxidos € catalisada pela glutationa peroxidase (GPx), que se
conjuga a glutationa reduzida (GSH), tornando-a em glutationa dissulfeto (GSSH),

como ilustrado na Figura 4.

FIGURA 4: Esquema do mecanismo redox e suas enzimas.

Xenobioticos

GST

Fonte: MARTINS, 2018.

19



O esquema acima (figura 4) demonstra a cadeia de rea¢cdes do mecanismo
redox. Pode-se observar que a G6PD reduz a molécula de NADP a NADPH, que por
sua vez é oxidada na presenca da glutationa redutase (GR) transferindo um elétron a
GSSH transformando-a em GSH. Nessa fase, a GST atua como responséavel por
catalisar o ataque nucleofilico da GSH, enquanto isso, a GPx faz parte da reacéo de

reducado do peroxido de hidrogénio em agua (TARHAN, 2013).

2.5. GLUTATIONA S-TRANSFERASE

A Glutationa S-Transferase (GST) é uma familia enzimética que contém
enzimas com elevada especificidade pela glutationa reduzida (GSH), e apdés
combinadas, apresentam especificidade por um novo substrato. As GSTs séo
fundamentais na fase Il de biotransformacéo ou detoxificacdo. Nos mosquitos, uma
alta atividade de GST esta relacionado a uma maior resisténcia e tolerancia a
pesticidas. Essa enzima catalisa o ataque nucleofilico de GSH a eletréfilos ou
xenobibticos, por isso sdo tdo importantes no processo de detoxificacdo. A
desintoxicacdo a xenobioticos é realizada em trés fases: nas fases | e Ill o produto é
convertido a um composto quimico com maior solubilidade em &agua e menor
toxicidade, ja a fase Il, tem maior importancia no metabolismo celular, sendo
responsavel pela metabolizacdo e eliminacao dos xenobidticos, sendo nessa etapa a
conjugacao com a glutationa (DE FREITAS, 2008; HUBER et al, 2008; SANTOS,
2018).

2.6. PREPARO PARA ESTRESSE OXIDATIVO (POS)

Fatores ambientais como a desidratagdo, hipoxia, congelamento e radiagédo
ultravioleta, podem servir como gatilho em algumas espécies para o inicio de um
estado hipometabdlico, de uma maneira que possibilite a manutencao da espécie. As
enzimas antioxidantes tém sua expressdo aumentada qguando passam por um periodo
de exposicdo ao estresse (MOREIRA et al, 2020).

Foram Hermes-Lima e Storey (1998) que nomearam esse aumento das enzimas

antioxidantes antes de um periodo hipometabdlico como preparo para o estresse
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oxidativo, justamente por tornar as condi¢cdes de vida mais propicias para uma fase
com demanda menor de oxigénio. Sendo essa medida uma forma preventiva dos
danos que podem ser causados pelas espécies reativas de oxigénio (ERO), com
elevado potencial oxidante. As ERO mais conhecidas sao: os radicais superoxido (0O32),
o peroxido de hidrogénio (H2032) e o radical hidroxila (OH-) (HERMES-LIMA, STOREY,
1998; MOREIRA et al, 2020).

Mesmo numa fase hipometabdlica, os animais continuam expostos a fatores
adversos que podem gerar produtos oxidativos de variadas espécies, dentre eles as
ERO, como a exposicdo a radiacdo ultravioleta, desidratacdes, alteracdes climaticas
e até a privacdo de oxigénio. Por isso, esse momento de preparo para 0 estresse
oxidativo é tdo importante, fazendo com que o organismo seja capaz de combater
essas moléculas como os radicais livres (HERMES-LIMA, STOREY, 1998; MOREIRA
et al, 2020).

Recentemente diversas pesquisas elucidaram ainda mais os mecanismos dessa
condicdo. Hermes-Lima e colaboradores (2015) propuseram que o aumento da
expressdo de moléculas antioxidantes em consequéncia da privacdo de oxigénio tem
relacdo com alguns fatores, dentre eles: (1) o aumento temporario na geracdo de
radicais livres, principalmente ERO, como efeito de os componentes da cadeia de
transporte de elétrons mitocondrial estarem num estado mais reduzido, (2) o aumento
da producdo de ERO pode causar um desequilibrio redox, provocando oxidacao
celular e a producéo de outras espécies oxidantes, (3) a expressdo aumentada pode
ser resultado da ativacdo de fatores de transcricdo sensiveis ao mecanismo redox
(como NF-KB, Nrf2, FoxOs, p53 e HIF-1a), (4) por ultimo, mudancas pos-traducionais
em enzimas antioxidantes. Entretanto, existem também espécies animais em que
esse preparo para 0 estresse oxidativo ndo existe, ou até situacbes em que as
espécies antioxidantes diminuam a sua atividade.

De acordo com Moreira (2015), o POS (sigla vinda do inglés) pode ser classificado
em trés diferentes grupos, de acordo com alguns critérios. Os grupos para
classificacdo sédo: POS-positivo, POS-negativo e POS-neutro. E os critérios adotados
para classificar nos trés diferentes grupos séo os seguintes:

1. A ocorréncia de pelo menos uma diferenca estatisticamente significante de

regulacdo positiva de evento antioxidante. Se ndo houver mudancas, €

classificado com neutro, se houver diminui¢cdo, negativo.
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2. Foram definidos limites para a regulacdo ascendente e descendente. Um
aumento de pelo menos 50% em alguma amostra e tempo, independe do que
houve em outras amostras e tempos, enquanto o limite negativo € de uma
diminuicao de 25%.

3. Por fim, a ocorréncia de mais casos de regulacao positiva em relacao aos de
regulacdo negativa na amostra avaliada. Assim, faz-se necessario avaliar pelo

menos dois parametros antioxidantes para enquadrar nesse critério.

3. JUSTIFICATIVA

O Ae. aegypti € o maior vetor de arboviroses conhecido, sendo responsavel por
milhares de mortes anualmente, além de varios casos graves, como a dengue
hemorragica e a microcefalia em fetos, decorrente da infec¢ao por zika virus durante
a gravidez. Esses eventos geram muitos impactos na saude, principalmente, por meio
de investimentos no combate e prevencao, além dos altos custos hospitalares. Nesse
sentido, um dos mecanismos que mais auxilia 0 mosquito em sua alta adaptacéo e
dispersdo é a quiescéncia, pois por meio dela consegue entrar em atividade
hipometabdlica quando as condicbes ambientais ndo sdo favoraveis para o seu
desenvolvimento (ZARA et al., 2016; OLIVA, 2018).

Os ovos de Ae. aegypti em estado de quiescéncia apresentam moléculas
oxidativas. Essas moléculas advém tanto dos processos fisioldgicos (em menor
escala, haja vista que esta em um estado hipometabdlico), quanto das interacdes
ambientais (radiacdo ultravioleta e desidratacéo, que ocorre numa frequéncia maior,
pois 0S ovos continuam expostos as condicdes ambientais). Nesse sentido, as
enzimas antioxidantes sdo fundamentais para a protecdo contra os danos oxidativos,
dentre elas a G6PD e a GST, uma atuando no ciclo das pentoses e a outra na fase Il
da detoxificag&o e na eliminag&o de hidroperoxidos (MARTINS, 2018).

A literatura conta com pouco material abordando o fenémeno de quiescéncia e
seus mecanismos. Quando se fala de Ae. aegypti esse nimero se torna ainda mais
reduzido. Contudo, em paises tropicais, a principal zona em que o mosquito &
encontrado, como é o caso do Brasil, € fundamental entender esses processos, devido

aos impactos na saude decorrentes das arboviroses que sao transmitidas por esse
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vetor. Nesse interim, o entendimento sobre a manifestacdo de G6PD e GST pode
ajudar futuramente em acdes que ajudem no controle desse mosquito com novas
formas, haja vista que no estado quiescente, os pesticidas tém pouco efeito e o
combate mecénico é pouco efetivo também (MANRIQUE-SAIDE, 2015; ZARA et al.,
2016; AMARASINGHE, L. D. et al, 2020).

4. OBJETIVO GERAL

Investigar e determinar a ocorréncia de modulacédo da atividade enziméatica de
Glutationa S-transferase (GST) e glicose 6-fosfato-desidrogenase (G6PD) em
espécimes de Ae. aeygpti adultos mantidos em diferentes periodos de quiescéncia
durante a fase de ovo.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Quantificar a atividade de G6PD em mosquitos adultos cujos ovos originarios
foram mantidos em tempos diferentes de quiescéncia (tempo zero, tempo 60
dias e tempo 120 dias);

b. Avaliar a atividade de GST em adultos que eclodiram de ovos em diferentes
periodos de quiescéncia (tempo 0, tempo 60 dias e tempo 120 dias).

c. ldentificar se o perfil do vetor, com base nas enzimas avaliadas, enquadra-se

na estratégia do preparo para estresse oxidativo.

6. MATERIAL E METODOS

6.1Coleta de amostras bioldgicas

Na primeira etapa, foram empregadas ovitrampas para a captura de ovo da
fémea de Ae. aegypti, no més de janeiro de 2020. (Figura 5A). As ovitrampas séo
formadas por um recipiente preto de formato cilindrico e uma palheta Eucatex de
formato retangular que possui uma face rugosa que fica voltada para o centro do
recipiente (MACIEL-DE-FREITAS et al., 2008). Esses instrumentos foram colocados

em diversas localidades do municipio de Barreiras, a saber: Bandeirantes,
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Barreirinhas, Flamengo, Jardim Ouro Branco, Morada da Lua, e Sandra Regina.
Depois, a cada 7 dias, durante todo o periodo em que se conduziu o estudo, as paletas
com ovos do mosquito foram recolhidas das ovitrampas.

Posteriormente, em outra etapa do estudo, as paletas foram levadas para o
LAIVE Il — unidade Vetores, situado no campus Reitor Edgard Santos da Universidade
Federal do Oeste da Bahia, para iniciar e acompanhar a eclosao dos ovos. As paletas,
com a face rugosa voltada para cima, foram colocadas em um recipiente plastico com
agua, como ¢ ilustrado na figura 5C. ApGs a eclosao dos ovos, iniciou-se a retirada
dos estadios larvais com uma pipeta de plastico. Posteriormente, as larvas foram
armazenadas em potes de plastico contendo agua destilada. Imediatamente, os
recipientes foram tampados com uma tela e lacrados com uma tampa perfurada, para
permitir a entrada e saida de ar ambiente, como € indicado na figura 5D. Os potes
foram devidamente identificados com etiquetas que indicavam o bairro no qual a
amostra foi coletada.

Segundo Anjolette e Macoris (2016), as larvas do mosquito A. aegypti possuem
quatro estégios larvais, denominados: L1, L2, L3 e L4. Nesse contexto, ap6s 2 a 3
dias, as larvas anteriormente coletadas, agora em forma de pupas, foram transferidas
para outro recipiente plastico com agua e ali permaneceram até sua maturacéo, onde
emergiram na forma alada (Figura 5E).

Por fim, os mosquitos, agora em sua forma adulta, foram novamente
transferidos para outros potes plasticos vazios, levados ao freezer por até 3 minutos
e, finalmente, eutanasiados. Em seguida, dez desses mosquitos foram colocados em
microtubos de 2mL, o que se configura como 1 “pool” e armazenados em um freezer
a -80 °C. Todos esses procedimentos foram realizados em visitas diarias a unidade,
para que fosse possivel acompanhar todo o desenvolvimento do A. aegypti (NUNES,
2019).

Destaca-se que os individuos gerados por ovos coletados das ovitrampas e que
foram colocados em agua para continuacéo do desenvolvimento marcam o estudo na
fase 0 de quiescéncia. Ja o segundo e terceiro grupo de mosquitos sdo formados
pelos ovos que passaram por 60 e 120 dias de quiescéncia, respectivamente,

seguindo o0 mesmo procedimento.
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Figura 5 — Coleta e desenvolvimento dos espécimes avaliados no estudo. Tem-se: (A) Palhetas de
Eucatex contendo ovos. (B) Palhetas de Eucatex contendo ovos. (C) Caixas de multiuso com palhetas
preparadas para eclosao dos ovos coletados do campo. (D) Potes plasticos contendo larvas. (E) Potes
plasticos contendo pupas.

Fonte: Acervo Grupo de Estudo em Genética Molecular (GEGMol).

6.2  Preparo das amostras

Para analise das atividades enzimaticas, a cada “pool”, microtubo contendo 10
mosquitos adultos, foi adicionado 100uL de tampao de homogeneizacao Tris-HCI 0,2
mM, pH 7,5, contendo fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) dissolvido em etanol
absoluto na concentracdo de 1M, foram feitas analises em 5 “pools” por tempo de
quiescéncia. Em seguida, os mosquitos adultos contidos nos microtubos foram
macerados e homogeneizados com auxilio de um macerador para microtubos. As
amostras foram centrifugadas a 9.000xg, a 2°C, por 20 minutos. Ao término desta
etapa, os sobrenadantes de cada amostra foram transferidos para novos microtubos
de 1,5 mL devidamente identificado por tempo de quiescéncia e enzima, 0s quais,
posteriormente, foram acondicionados a -80 °C para preservacao da cinética reacional

até o momento da mensuracéo da atividade.
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6.3 Analise bioquimica da atividade enzimatica

6.3.1 Atividade enzimatica da GST (Glutationa S-transferase)

A avaliagdo e quantificagdo da atividade dessa enzima foram realizados de
acordo com o protocolo Glutathione S-Transferase (GST) Assay Kit, cujo numero de
catédlogo é CS0410, da fabricante Sigma-Aldrich, utilizando o leitor de microplacas
Varioskan Lux (Thermo Fischer).

O ensaio enzimatico baseou-se na quantificacdo da formacdo do produto
CDNB e a analise espectrofotométrica foi realizada a 340nm. A reacéo foi conduzida
com 0s seguintes reagentes e respectivas concentracdes finais: tampédo fosfato de
potassio 200mM, pH 6,5; GSH e CDNB a 2mM. Foram usadas reac¢des com volumes
de 200uL. Nos trés diferentes tempos de quiescéncia foram usados 20uL da amostra
e 180puL de solucéo tampéo de fosfato de potéassio. O branco foi utilizado para avaliar
a hidrélise espontanea, consistindo na mistura de 200uL de tampéo fosfato de
potassio. O controle foi feito por meio da mistura de 196uL de tampéao fosfato de

potassio e 4L de solucéo de controle de GST do kit.

6.3.2 Atividade enzimatica da G6PD (Glicose 6-Fosfato Desidrogenase)

A avaliacdo e medicdo da atividade dessa enzima foram feitos de acordo
com o protocolo Glucose-6-Phosphate dehydrogenase Assay Kit, cujo nimero de
catalogo é MAKO015, da fabricante Sigma-Aldrich, utilizando o leitor de microplacas
Varioskan Lux (Thermo Fischer).

A atividade da G6PD foi medida quantificando a taxa de formag&o de NADPH,
em comprimento de onda de 450nm. A reacdo foi constituida pelos seguintes
reagentes e respectivas concentracdes finais: tampéo Tris-HCI 0,2mM, pH 7,5,
tampdo de ensaio de G6PDH, mix de substrato e mix desenvolvedor. Nos trés
diferentes tempos de quiescéncia foram usados 46uL do tampdao de ensaio contendo

a amostra, 2uL do mix de substrato e 2uL do mix desenvolvedor. Além disso, uma
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solucéo padrdo de NADH foi utilizada em diferentes solu¢des para que a uma curva

padrao fosse definida para os calculos das amostras.

6.4 Analise estatistica

Os dados gerados foram avaliados quanto a distribuicdo e homocedasticidade
das variancias por meio dos testes de Shapiro Wilk e Levene, respectivamente. Os
grupos foram avaliados utilizando o teste paramétrico ANOVA One-Way, seguido do
teste a posteriori de Bonferroni. O nivel de significancia adotado foi de 5% e os dados

analisados por meio do programa STATISTICA 8.0.

7 RESULTADOS E DISCUSSAO

A sequir, tem-se as medidas das atividades de G6PD e GST em relagdo aos

trés diferentes periodos de quiescéncia analisados (0, 60 e 120 dias).

7.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE GLICOSE-6-FOSFATO
DESIDROGENASE

Os resultados da atividade enzimatica de G6PD (média + desvio padrao) apos 0s
calculos e analise estatistica com o teste ANOVA one-way (F= 6,24; gl= 2) estédo
demonstrados nas Tabelas 1 e 2 e nas Figura 6. O teste estatistico indicou diferenca
significativa entre os diferentes tempos de quiescéncia (p= 0,014). O primeiro tempo,
0 dias de quiescéncia apresentou atividade média de 5,62 nmoles/min/mL £ 2,24; ja o
grupo de 60 dias apresentou atividade média de 15,11 nmoles/min/mL + 8,09; por fim,
aos 120 dias de quiescéncia foram encontrados 5,2 nmoles/min/mL + 2,24 em
atividade (Tabela 1).

Tabela 1 — Quantificacdo da atividade enzimatica de G6PD em amostras de Aedes aegypti
em diferentes tempos de quiescéncia em Barreiras — Bahia, Brasil.
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Tempo de Atividade G6PD

quiescéncia (nmoles/min/mL + DP) ANOVA Valor de p
(dias) one-way
F gl
0 5,62 +2,24
60 15,11 + 8,09 624 2 0,0014%
120 52+2,24

Fonte: Autor (2022).

Nota: DP = Desvio-padrao; * valor estatisticamente significativo.

ApOs teste a posteriori (Bonferroni), identificou-se haver diferenca
estatisticamente significativa entre 0 e 60 dias e entre 60 e 120 dias em quiescéncia,

conforme descrito na Tabela 2 e Figura 6.

Tabela 02 — Comparagédo das atividades enziméticas da G6PD entre grupos amostrais de
Aedes aegypti de Barreiras — Bahia, Brasil, em diferentes tempos de quiescéncia, por meio
do Teste de Bonferroni (p < 0,05).

Comparacdao entre tempos de Valor de p
guiescéncia
0 dias vs. 60 dias 0,034*
60 dias vs. 120 dias 0,026*
0 dias vs. 120 dias 1,0

Fonte: Autor (2022). * estatisticamente significativo

FIGURA 6: Atividade enzimatica de G6PD nos trés diferentes periodos de quiescéncia.
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Os asteriscos indicam que as diferencas séo estatisticamente significantes (TO vs T60 e T60 vs T120).

A estratégia hipometabdlica é utilizada para sobrevivéncia da espécie a fim de
economizar energia e passar por esse periodo desafiador, que no caso do Ae. aegypti
€ especialmente a diminuicao da pluviosidade. A quiescéncia é um estado que 0s 0voS
do mosquito adotam com o intuito de reduzir o gasto energético, e isso tem influéncia
na expressao de agentes antioxidantes durante os diferentes tempos de quiescéncia
no mosquito. A teoria do preparo para o estresse oxidativo (do inglés Preparation for
Oxidative Stress - POS), que enfatiza um provavel aumento das enzimas
responsaveis por combater os radicais livres, as quais pode-se citar a G6PD e a GST,
é fortalecida por estudos em diferentes animais (HERMES-LIMA et al, 2015;
MOREIRA et al. 2016; MARTINS, 2018).

Outro estudo que embasa essa teoria foi o desenvolvido por Martins (2018),
gue avaliou a atividade de varias enzimas, dentre elas as duas desse presente estudo,
na espécie Salvator merianae. Em situagbes de jejum, devido a hibernacéo, é
esperado uma diminuicdo da atividade de G6PD, haja vista que a catalise de
carboidratos e a sintese de acidos graxos € praticamente interrompida. Apesar disso,
0 estudo de Martins observou 0 aumento dessa enzima nessas situagoes

hipometabdlicas — a hibernacdo dos lagartos, cuja duracéo foi de aproximadamente
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trés meses- para assegurar o suprimento de NADPH. A mesma situacdo foi
visualizada no presente estudo, ou seja, um aumento na atividade de G6PD. Contudo,
em seguida foi observada a diminuicdo dessa atividade conforme o tempo de
quiescéncia avangava. Em outros estudos isso também foi observado, como no caso
de peixes da espécie Sparus aurata, que teve aumento nas taxas de G6PD de cerca
de 29-42% apoOs um periodo de estresse ambiental, nessa situacéo, ocasionada por
hipbxia apls retirar os peixes da agua. Esses resultados corroboram com o0s
apontamentos da teoria POS (PEREZ-JIMENEZ et al, 2012; ZWIETEN;
VERHOEVEN; ROOS, 2014; MARTINS, 2018).

Além das pesquisas ja citadas, outro estudo que avaliou a atividade de G6PD,
dessa vez em Achatina fulica, uma espécie de caracol, apresentou como resultado o
aumento brusco dos niveis de G6PD apds um periodo de estivacdo (estado de
dorméncia comum em moluscos, peixes pulmonados, répteis e anfibios durante o
periodo de seca), em relacdo a animais que ndo passaram por essa condicao
(HERMES-LIMA et al, 2015).

Em contraponto, um estudo utilizando a espécie Chlosyne lacinia apresentou
resultados contrarios. Nele, a atividade de G6PD se manteve estavel em quase todos
0S grupos experimentais. A excecao a esse achado foram as larvas com 60 dias de
diapausa, que apresentaram niveis diminuidos de atividade dessa enzima. Diapausa
€ um estado hipometabdlico, semelhante a quiescéncia, que artrépodes podem
manifestar, e € desencadeado por estimulos ambientais e caracteriza-se por aumento
da tolerancia ao estresse oxidativo. De acordo com o autor, isso indica que a via das
pentoses se manteve viavel durante o periodo de diapausa desse inseto, tendo uma
capacidade alta de produzir NADPH, o que implica em dois processos, a biossintese
e a manutencéo de agentes antioxidantes (RAMNANAN, 2006; HERMES-LIMA et al,
2015; MOREIRA, 2021).

No presente estudo, os valores encontrados demonstraram uma diferenca
significativa entre t0 e t60 e entre t60 e t120. O t60 apresentou valores cerca de trés
vezes maior que os outros dois, sugerindo que nesse periodo houve aporte na
capacidade de producéo de NADPH, a fim de contribuir para a manutenc¢éo do estado
reduzido celular, e possivelmente na produgéo de GSH (glutationa reduzida), um dos

mais importantes antioxidantes celulares. Os niveis da atividade de G6PD retomam
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os iniciais (t0) aos 120 dias em quiescéncia, podendo ser indicativo de sinal metabdlico

para o retorno ao estado de metabolismo normal.

7.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE GLUTATIONA S-
TRANSFERASE

Os resultados da atividade enzimatica de GST (média * desvio padrao) apés
os calculos e andlise estatistica com teste ANOVA one-way (F= 11,08; gl= 2) estéo
demonstrados nas Tabelas 03 e 04 e nas Figuras 07 e 08. Os valores médios de
atividade enzimatica variaram de 0,21 a 0,36 nmoles/mL/min, existindo diferenca
estatisticamente significativa entre os diferentes tempos de quiescéncia (p= 0,0019).
O primeiro tempo, O dias de quiescéncia, apresentou atividade média de 0,21
nmoles/mL/min = 0,004, ja o grupo de 60 dias apresentou os seguintes valores 0,36
nmoles/mL/min = 0,06 e, por fim, aos 120 dias de quiescéncia foram encontrados 0,34
nmoles/mL/min £ 0,065 (Tabela 3).

Tabela 3 — Quantificac@o da atividade enzimatica de GST em amostras de Aedes aegypti em
diferentes tempos de quiescéncia em Barreiras — Bahia, Brasil.

Tempo de Atividade GST
quiescéncia (umoles/mL/min + DP) ANOVA Valor dep
(dias) one-way
F gl
0 0,205698 + 0,0036188
60 0,355698 + 0,061155 11,08 2 0,0019*
120 0,340830 + 0,064784

Fonte: Autor (2022).

Nota: DP = Desvio-padréo; * valor estatisticamente significante.
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Apés o teste a posteriori (Bonferroni), identificou-se haver diferenca
estatisticamente significativa entre 0 e 60 dias e entre 0 e 120 dias em quiescéncia,

conforme descrito na Tabela 4 e Figura 7.

FIGURA 7: Atividade de GST em umol/mL/min nos trés diferentes tempos de quiescéncia do ovo de
Ae. Aegypti.

Atividade GST (pmolfmi/min)

Os asteriscos indicam gue houve diferencga estatisticamente significante entre os tempos (TO vs T60 e
TO vs T120).

Tabela 4 — Comparacao das atividades enzimaticas da GST entre grupos amostrais de Aedes
aegypti de Barreiras — Bahia, Brasil, em diferentes tempos de quiescéncia, por meio do Teste
de Bonferroni (p < 0,05).

Comparacao entre tempos de Valor de p
guiescéncia
0 dias vs. 60 dias 0,0032*
60 dias vs. 120 dias 1,0
0 dias vs. 120 dias 0,007*

Fonte: Autor (2022).

As GSTs pertencem a uma superfamilia multigénicia de enzimas que catalisam
a adicdo nucleofilica do tiol da GSH (glutationa reduzida) em uma variedade de
eletrofilos. Apresenta também atividade GPx selénio-independente (GPx: glutationa
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peroxidase) tendo como alvo hidroperoxidos organicos (JOANISSE; STOREY, 1996;
VENANCIO et al., 2013). Houve um aumento na atividade de GST nos tempos de
quiescéncia de 60 e 120 dias em relacdo ao tempo zero, indicando protecéo néo
somente contra eletrofilos, que tendem a ser toxicos para células, mas também contra
oxidantes (WILLMORE; STOREY, 2005) durante 0s maiores periodos em
quiescéncia.

De acordo com Moreira e colaboradores (2015), h& trés critérios para poder
avaliar e classificar os diferentes perfis de POS. O aumento da atividade de GST, com
valores estatisticamente significantes, se enquadra como uma situacao de regulacéo
positiva, compativel com o primeiro critério de inclusdo da teoria POS. Sobre o
segundo critério, ele determina como parametro o aumento de mais de 50% da
atividade enzimatica. Em Ae. aegypti, a atividade de GST apresentou aumentou de
cerca de 73% entre os tempos 0 e 60 dias. Por fim, o terceiro critério avalia a presenca
de mais de um caso de regulacdo positiva de agentes antioxidantes na mesma
amostra: o presente estudo avaliou as enzimas GST e G6PD, com ambos
apresentando aumento das atividades em algum dos tempos avaliados. Dessa forma,
as atividades avaliadas no Ae. aegypti se enquadram na classificacdo de POS-
positiva.

Pesquisas com outros animais em situacdo de hipometabolismo foram
descritos na literatura, como no caso da exposi¢cdo de Mussels perna a condicéo de
hipdxia funcional, e o resultado obtido foi de aumento da atividade de GST em cerca
de 50% nesse animal. Além disso, estudos em cnidarios, Veretillum cynomorium,
também apresentaram aumentou na atividade de GST durante a situacao de estresse
metabdlico, porém, ao interromper a condi¢do estressora, que no caso dos cnidarios
era a exposicdo ao ar os niveis da enzima avaliada voltaram a normalidade (HERMES-
LIMA et al, 2015).

Estudos com Chlosyne lacinia, redigidos por Moreira et al. (2021), apontam
nameros interessantes sobre a atividade de GST. A atividade enzimatica aumentou
agudamente durante as primeiras 24 horas de diapausa, quando comparado ao grupo
controle. Contudo, essa atividade diminui consideravelmente conforme o tempo de
diapausa aumentava, caindo pela metade com o tempo de 120 dias e, ap4s o periodo
de diapausa, retornou a niveis semelhantes aos de antes do estado hipometabdlico.

De acordo com os autores, a GST e a isocitrato desidrogenase (IDH) foram as
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enzimas cujas atividades tiveram aumentos mais acentuados, e se destacaram como
proteinas associadas a diapausa. Ainda de acordo com os autores, mesmo que a GST
tenha importante fung&o na atividade antioxidante, ndo se pode desconsiderar o seu
papel também em outros sistemas, como na ligacdo, metabolismo e transporte
relacionado a hormonios, conforme foi demonstrado nos estudos com Galleria
mellonella, por Tarhan et al. (2013).

No caso do Ae. aegypti, percebe-se que os tempos de 60 e 120 dias tiveram
aumentos estatisticamente significativos em relacdo ao tempo de zero dias de
quiescéncia, sugerindo uma progressao semelhante a da borboleta Chlosyne lacinia,
ou seja, a atividade de GST aumenta bruscamente, tendo, assim, modulacéo
semelhante a da borboleta. Além disso, a taxa de eclosédo de ovos de Ae. aegypti ndo
mostrou alteracdes entre os periodos de 0 a 120 dias, contudo, a partir de 150 dias

de quiescéncia ha uma diminuicdo brusca nessa taxa, chegando a quase zero.

7.3 QUIESCENCIA E PLUVIOSIDADE

Uma hipétese a ser levantada acerca da atividade das enzimas G6PD e GST
durante os diferentes tempos de quiescéncia € baseada na adaptacéo desta espécie
ao periodo de estiagem na regido de Barreiras-BA, periodo caracterizado por umidade
baixa e pluviosidade praticamente ausente. Esta informacédo baseia-se na analise de
dados meteoroldgicos do ano de 2019 dessa regido, haja vista que foi o Unico que
constava com o0s dados mensais completos desde 2018 até 2021, além de
informacdes ja descritas na literatura para a espécie e regiao.

Ao analisar os dados, foi percebido que a estiagem na regido tem duracao
aproximada de 4 meses, permanecendo, dessa forma, boa parte do inverno na regiao
de Barreiras-BA (meses de junho até setembro) (Figura 8). Arcanjo e colaboradores
(2020) fizeram uma avaliagdo acerca da morfometria geométrica alar de uma
populacdo de mosquitos no municipio de Barreiras-BA. Nesse trabalho, os autores
tracaram o perfil de estagbes de chuva e seca bem definidas na regido, sendo o
periodo de estiagem com 4 meses de duracdo. Esse periodo é marcado pelos baixos
niveis de infestacdo do Ae. aegypti, 0 que sugere que durante esse periodo 0s
embrides do mosquito entrem em estado hipometabdlico (quiescéncia), até que seja
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retomada a fase chuvosa no municipio. A partir dos dados de atividade de enzimas
antioxidantes analisadas, pode-se inferir que esse periodo de cerca de 120 dias seja
realizada a modulacdo das enzimas antioxidantes para controle de possivel dano
oxidativo enfrentado pelo embrido em quiescéncia. Lima e colaboradores (2021)
avaliaram a eclosédo de ovos de Ae. aegypti com 150 e 180 dias em quiescéncia
coletados em Barreiras - BA e néo registraram a eclosdo desses ovos, indicando
impacto possivelmente gerado pelo estresse oxidativo, levando a danos celulares
irreversiveis e morte do embrido. Tal fato indica relacéo entre resisténcia e adaptacao
da espécie em termos metabdlicos ao tempo de estiagem enfrentado na regido. A
seguir, a Figura 8 apresenta a pluvialidade no ano de 2019 no municipio de Barreiras-
BA.

FIGURA 8: Precipitagédo no ano de 2019 em Barreiras-BA
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Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia, Ministério da Agricultura.

Outros estudos analisaram essa relagéo entre quantidade de dias de quiescéncia
e a taxa de eclosdo dos ovos. Oliva (2018) analisou os dados em dois municipios,
Recife-PE e Aracaju-SE, apresentando um periodo de quiescéncia com boa
viabilidade na ecloséo de 130 e 100 dias, respectivamente. A variacdo na quantidade
de dias pode ter envolvimento com a pluviosidade em cada um dos municipios
(OLIVA, 2018). Dessa forma, como a capital sergipense tem um indice pluviométrico

maior, com mais chuvas e maiores medias anuais 0s ovos de Ae. aegypti resistem
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menos dias em quiescéncia, uma vez que periodos muito mais longos ndo sao
exigidos. A partir da teoria da selecdo natural, entende-se que o0s grupos selecionados
em cada regido eram 0s mais aptos a sobreviver em cada localidade, o que contribui

para a variacdo dos periodos.

8 CONCLUSAO

Este é o primeiro trabalho a avaliar os niveis de atividade enzimatica de GST e
G6PD em diferentes tempos de quiescéncia no Ae. aegypti. A partir dos dados obtidos
e da analise feita, pode-se concluir que:

- a atividade enzimética de G6PD no mosquito adulto apos diferentes tempos de
quiescéncia aumentou significativamente ap6s 60 dias em quiescéncia, com
diminuicao da atividade a niveis semelhantes ao tempo zero em quiescéncia no t120.
Esta ocorréncia sugere que a diminuicdo do estado reduzido da célula pode ser um
indicativo adaptativo ao retorno do embrido ao estado ativo do metabolismo, dentro
do periodo de estiagem, preparando o animal para o retorno da pluviosidade e do
oxigénio.
- a atividade enzimatica de GST apresentou aumento da atividade da enzima entre o
t0 e t60, ndo alterando a partir deste tempo até 120 dias. Isto sugere que 0s niveis de
GST aumentam, mantendo-se aumentada até o final do periodo, protegendo o
embrido do ataque eletrofilico e de hidroperdxidos, até o retorno do metabolismo.
- a partir das analises deste estudo, é possivel sugerir que Ae. aegypti enquadra-se
COmo uma espécie positiva para teoria do preparo para o estresse oxidativo, haja vista
gue se enquadrou nos trés critérios propostos por Moreira em 2016.

Assim, percebe-se que nos diferentes tempos de quiescéncia houve modulacéo
nas atividades enzimaticas para que 0os mosquitos Ae. aegypti sobrevivam ao estresse

oxidativo devido a reoxigenacao devido ao fim do estado hipometabdlico.
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