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RESUMO

As esterases pertencem a um grupo de enzimas que hidrolisam preferencialmente
ésteres de acidos carboxilicos, podendo atuar também sobre substratos que contenham
ligagdes amidas. Estas enzimas podem estar relacionadas com varias atividades
fisiologicas: degradagdo de inseticidas, regulagio dos niveis de hormonio juvenil, processos
digestivos e comportamento reprodutivo. Em abelhas sem ferrdo, alguns estudos sobre o
perfil esterasico foram realizados nas espécies Melipona quadrifasciata e Melipona
scutellaris. Este trabalho teve por objetivo verificar o padrdo esterasico em operarias de
Melipona scutellaris submetidas a agdo do dimetoato e possiveis esterases resisténcia-
especificas. Em um recente estudo com Apis mellifera, foi observado que essas abelhas t€m
diferentes respostas, em fungdo da idade, em contato com este inseticida. No presente
trabalho, constatamos a presenca de seis bandas referentes ao padrdo esterasico de operdrias
controle, caracterizadas como acetilcolinesterases com residuos de serina em seus sitios
ativos. Duas destas esterases estdo diretamente relacionadas com o inseticida dimetoato:
EST-2, por ter ocorrido em todos os individuos dos grupos Tratados: e EST-7, por ter

desaparecido de todos os individuos dos Grupos Tratados.

Palavras-Chave: Melipona, esterases, dimetoato
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I- INTRODUCAO

Cerca de 23000 espécies de abelhas compdem as nove familias da superfamilia
Apoidea (Ordem Hymenoptera) que apresenta grande variagdo de comportamento, habitats
¢ niveis de organizagio. As abelhas sociais pertencem as familias Hallictidae,
Anthophoridae e Apidae (ROIG-ALSINA & MICHENER, 1993).

As abelhas estiio presentes em varios ambientes, exceto em lugares de temperaturas
extremas, com abundéncia de espécies nos tropicos, onde s&o consideradas como um dos
melhores polinizadores (WINSTON, 1992 apud OLIVEIRA-JR, 1999). A familia Apidae,
de comportamento eussocial, esta subdividida em quatro subfamilias; 1) Apinae (meliferas
com ferrdio); 2) Meliponinae (meliferas sem ferrdo); 3) Bombinae (primitivos Bombus
sociais) e 4) Euglossinae (comportamento parassocial ou solitario). As colénias de insetos
eussociais 30 caracterizadas pela divisdo de trabalho entre seus membros, pela
sobreposigio de geragdes e pela cooperagdo no cuidado com a cria (WILSON, 1971;
ENGEL, 2001).

Cerca de 300 espécies conhecidas sfio nativas do Brasil, constituindo a tribo
Meliponini, composta por abelhas sem ferrdo. Elas se distinguem das outras tribos por
algumas caracteristicas peculiares tais como: atrofia do ferrdio, redugdio e fragilidade da
venagdo e auséncia de pélos nos olhos (MOURE, 1961; MICHENER, 1990; CARVALHO
2000; TANNUS, 2001).

As abelhas sociais apresentam a populacdo fémea, em cada colonia, dividida em
duas castas; operarias (estéreis ou semi-estéreis) e rainhas (férteis) que fazem oviposicdo de

ovos fertilizados, dipldides, que se desenvolvem em femeas e de ovos ndo fecundados, que
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ddo origem a machos hapléides. Ovos ndo fecundados podem ser postos, também, pelas
operérias, na auséncia da rainha ou em colméias muito populosas, originando machos
hapléides (CAMPOS, 1979; KERR e al., 1996).

Verifica-se, na coldnia, subdivisdo de trabalho entre as operdrias, baseada na idade
(polietismo etdrio); na especializagdo de determinadas tarefas, com freqiiéncia bem maior
por alguns individuos do que por outros; na homeostase da colonia, isto €, a colonia regula
suas condigdes internas (tais como a quantidade de alimento estocado, temperatura,
umidade, etc); na plasticidade da coldnia em resposta a mudangas internas e externas €, por
fim, na aglio de resposta em massa, em situacbes de emergéncia (WILSON, 1985;
BESHERS & FEWELL, 2001).

Em recente estudo com Apis mellifera, SESSO et al (2002) constataram que essas
abelhas tém diferentes respostas, em fungfio da idade, em contato com o dimetoato,
substincia de referéncia para testes toxicologicos com inseticidas.

Os principais grupos de inseticidas utilizados em agricultura séo: organoclorados,
organofosforados, carbamatos, piretrdides e inibidores do desenvolvimento dos insetos.
Estes Gltimos estio divididos em dois grupos: hormonais e ndo hormonais. Inibidores
hormonais séo analogos aos horménios dos insetos € provocam atraso no desenvolvimento
das larvas e sua morte. Os nfio hormonais agem sobre a formagio do exoesqueleto dos
insetos (FERREIRA, 1999).

Os organofosforados e os carbamatos, inseticidas mais comuns, atuam como
inibidores da enzima acetilcolinesterase, ligando-se, covalentemente, ao seu sitio ativo. A
acetilcolinesterase é um tipo de esterase que promove a hidrélise do neurotransmissor
acetilcolina. O actmulo de acetilcolina promove excesso de impulso nervoso, provocando a

morte do inseto por hiper-excitagdo (RITZ, 1997).
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As esterases pertencem a um grupo de enzimas que hidrolisam preferencialmente
steres de 4cidos carboxilicos, podendo atuar também sobre outros substratos que
contenham ligagdes amidas (OAKESHOTT et al., 1993). Estas enzimas s@o classificadas,
com base na sensibilidade a diferentes inibidores, em quatro classes:

1. Arilesterases: inibidas somente por agentes sulfidrilicos e cétions metalicos
bivalentes como Hg? e 0 Cu*? ¢, geralmente, preferem substratos aromaticos;

2. Carboxilesterases: inibidas somente por organofosforados, com preferéncia por
ésteres alifaticos de cadeia longa;

3. Colinesterases: inibidas por organofosforados € carbamatos, com preferéncia por
substratos carregados (como ésteres de colina).

4. Acetilesterases: ndo sio afetadas por nenhum dos inibidores e, geralmente,
preferem substratos alifaticos, derivados do acido acetico.

As carboxilesterases ¢ as colinesterases sdo as esterases mais bem caracterizadas
dentro do grupo e tém sido muito estudadas na avaliagdo da resisténcia a pesticidas
organofosforados, carbamatos, piretroides € organoclorados. A resisténcia baseada em
carboxilesterases foi descrita para mais de 30 espécies de insetos de importancia médica,
veterindria e agricola (HEMINGWAY e KARUNARATNE, 1998). Na mosca Lucilia
cuprina (CAMPBEL et al., 1998) e no mosquito Culex tarsalis (WHYARD et al., 1994),
altos niveis de resisténcia ao Malathion foram relacionados com carboxilesterases. Estudos
com vérios insetos tém demonstrado a relagio de aumento da atividade da
acetilcolinesterase em fungdio da resisténcia a organofosforados e carbamatos
(GUERRERO er al, 1999). A resisténcia envolvendo carboxilesterases (HERNANDEZ er
al, 2000; 2001; 2002) e acetilcolinesterases (WRIGHT e AHRENS, 1988; BAXTER e

BARKER , 1998; 2002) também foi verificada no carrapato bovino Boophilus microplus.
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Estas enzimas podem, também, estar relacionadas com outras atividades
fisiologicas, como a regulagéio dos niveis de Horménio Juvenil (HIDAYAT e GOODMAN,
1994), processos digestivos (ARGENTINE & JAMES, 1995) e no comportamento
reprodutivo (LABATE e al., 1990).

Os dados de literatura mostram que essas enzimas tém sido detectadas em todas as
fases do desenvolvimento e em muitos tecidos dos insetos, 0 que demonstra a importéncia
desta classe de enzimas no desenvolvimento normal desses organismos ¢ reforca a
relevincia de novos estudos nesta area (BONETTI, 1982; CERON, 1988; RITZ, 1997).

Em abelhas, alguns estudos sobre o padrio de esterases durante o desenvolvimento
fotam conduzidos como, por exemplo, nas espécies Melipona quadrifasciata (BONETTI,
1990) e Melipona scutellaris (REZENDE, 1997).

O presente trabalho teve por objetivo verificar o padriio esterasico em Melipona
scutellaris submetidas ao Dimetoato e verificar a ocorréncia de possiveis esterases

resisténcia-especificas nestes individuos.
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II - MATERIAL E METODOS

O material biolégico utilizado foi a espécie Melipona scutellaris (abelhas sem
ferréio) proveniente da Bahia — Chapada Diamantina (12° 34” S, 41° 23’ W) e Catu (12° 21°
S, 38° 23° W) e mantidas no Meliponario Uberlandia (S 18° 55°, W 48° 17° - Uberléandia,
MG).

A pesquisa foi desenvolvida no laboratério de Genética do Instituto de Genética ¢

Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia.

1. TESTE COM INSETICIDA

Para o experimento foram utilizadas abelhas M. scurellaris {campeiras).

Os individuos foram capturados na entrada da colméia ao sairem a campo. As
abelhas foram anestesiadas com diéxido de carbono (vazdo de 10 L/min durante 5 minutos)
¢ transferidas para Placas de Petri (50 x 100mm) forradas com papel filtro ¢ contendo
recipientes com dgua ¢ mel. Grupos de 10 abelhas, foram preparados, para cada
concentrag8o do inseticida e para controle. Cada procedimento experimental foi repetido
por 02 vezes.

As concentragdes de Dimetoato utilizadas foram 16, 32, 62, 100, 320 e 620
mg/L,diluido em agua e aplicado, com pipeta ajustavel (GILSON P20), 1 pL da solugdo na
superficie dorsal do térax de cada abelha, segundo SESSO et al (2002).

O inseticida Agritoato (AGRIPEC) foi usado como fonte do principio ativo

Ditiofosfato de 0,0-dimetil-S-(N-metil)-carbamoil-metil DIMETOATO 400g/L.
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O Grupo Controle foi composto por abelhas igualmente manipuladas, anestesiadas
com CO, (vazio de 10 L/min durante 5 minutos) e tratadas somente com solvente (4gua) e

mantidas em Placa de Petri.

2. PADRAO DE ESTERASES

O padrio de esterases foi analisado em operdrias campeiras dos Grupos de
Tratamento e Controle.

A anélise foi processada em eletroforese, utilizando-se géis de poliacrilamida: 12%
(30:0,8, acrilamida:bisacrilamida) em tampao Tris-HCl, 1,5M, pH 8.8, para separacéo € 4%
(30:1,6, acrilamida:bisacrilamida) em tampéo Tris-HCI, 0,5M, pH 6,8, para empilhamento.
As amostras foram maceradas individualmente, em cadinhos, com auxilio de bastéio de
vidro, em nitrogénio liquido e solubilizadas em 500l de tamfio de amostra (fosfato de
s6dio 0,01M, pH 6,5, contendo glicerol a 10%, azul de bromofenol a 0,001%, sacarose a
20%, EDTA 0,001M e Triton X-100 a 0,5%) submetidas a centrifugag8o a 15000 rpm por
15 minutos . O sobrenadante foi coletado, e 20ul foram aplicados em gel. Anteriormentea
aplicagfio em gel, foi feita a dosagem de proteinas em espectrofotometdmetro HITACHI,
pelo método de Microbiureto a 310nm (ITZACHI & GILL, 1964) para padronizagdo das
amostras. Os géis foram submetidos & eletroforese por 3 horas a voltagem constante de
200V em tampao de corrida Tris - Glicina (0,012M - 0,096M) pH 8.3.

A identificagdo das regides com atividade esterésica foi baseada no método de

coloragio descrito por CERON (1988). Apés a eletroforese, os géis foram pré-incubados
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por cerca de 45 minutos & temperatura ambiente, em tampéo fosfato 0,1M, pH 6,5. Em
seguida, submetidos & coloragio com a e/ou f naftil acetato, como substratos. As atividades
das alfa e beta esterases foram visualizadas nos géis como bandas de coloragéo preta e
vermelha, indicando a hidrélise preferencial do alfa ou do beta naftil acetato,

respectivamente.

3. TESTES COM INIBIDORES

Para a caracterizacio bioquimica das Esterases, quatro inibidores foram,
individualmente, usados: solugiio de malathion 0,4mM, sulfato de eserina 1,0mM, sulfato
de cobre a 1,0mM e soluglio de fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF — Phenylmethyl
Sulfonyl Fluoride) a 1,0 mM. O PMSF foi previamente diluido em 1 mL de metanol.
Sulfato de eserina e sulfato de cobre foram adicionados diretamente as solugdes de pré-
incubagdo e de coloragdo.

Cada inibidor foi adicionado ao tampdo fosfato de soédio 0,1 M, pH 6,5, na preé-
incubagdo e, posteriormente, na solugdo de colorag@o. Paralelamente, como controle, géis
contendo as mesmas amostras foram corados na auséncia de inibidores. Com base nestes

testes, as bandas correspondentes as esterases foram classificadas como:
- Carboxilesterases - aquelas inibidas pelo Malathion;
- Colinesterases - inibidas tanto pelo Malathion como pelo sulfato de eserina;
- Arilesterases - inibidas pelo sulfato de cobre e

- Acetilesterases - ndo afetadas por nenhum destes inibidores.
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Além disso, as bandas observadas em gel, inibidas pelo PMSF, um inibidor
especifico de serino-proteases ¢ de serino-esterases (serino-hidrolases), séo identificadas

COmo serino-esterases.
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III - RESULTADOS E DISCUSSAO

1. PADRAO DE BANDAS ESTERASICAS

Sete regides com atividade esterasica foram detectadas em individuos da populagio
de Melipona scutellaris analisada, as quais foram numeradas como EST-1 a EST-7, a partir
da extremidade an6dica do gel, sendo a banda correspondente & EST-1 a de migragiio mais
rapida (Figura 1), utilizando-se o o naftil-acetato como substrato. Géis corados utilizando-
se 0 B naftil-acetato como substrato mostram o mesmo padrio de esterases dos corados com
o naftil-acetato, n@o ocorrendo bandas com atividade especifica (Figuras 2A e 2B). Estes
resultados indicam que essas enzimas sio o-f esterases.

Todos os individuos, com excecdio dos individuos do Grupo Controle morreram em
um intervalo méximo de 06 horas. Os individuos do Grupo Controle foram congelados logo

apos a morte do tltimo individuo dos Grupos Tratados. O quadro do tempo de vida dos

2., g0

Nos individuos controle foram observadas seis das sete bandas: EST-1 e de EST-3 a
EST-7 (Figura 3). A EST-2 ocorreu em todos os individuos tratados com Dimetoato, porém
ndo ocorreu no Grupo Controle (F igura 3). Pode-se sugerir que essa Esterase seja uma
chaperonina, relacionada com a resisténcia ao stress quimico, a qual foi expressa em
resposta a exposigdo ao Dimetoato. SANDERS et . (1994) observaram diferengas tecido-
especificas no actmulo de proteinas relacionadas ao stress (chaperoninas) em Mytilus

edulis expostos a diferentes concentragdes de sulfato de cobre.
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A EST-7 ocorre apenas no Grupo Controle (Figura 3). A aplicagéio de Dimetoato, em
todas as concentragdes estudadas, provoca o desaparecimento total dessa Esterase. E
possivel levantar duas hipoteses: o Dimetoato pode ter agido diretamente sobre essa
enzima, inibindo-a, ou essa Esterase teria sido consumida na tentativa de metabolizar o
inseticida. Como o processo fisiolégico € de desenvolvimento s@o dinédmicos, € o material
foi processado logo em seguida & morte da abelha, ndo ¢ possivel afirmar a partir de qual
momento essa esterase comega a desaparecer na abelha ¢ se ¢ um produto diretamente
resultante da aplicagio do Dimetoato ou a expressio de um subproduto génico relacionado
a esse inseticida. De qualquer forma, a metabolizag#io néio foi eficiente para impedir a morte
do individuo.

Em todas as amostras do Grupo Tratado, houve uma diminuigéo na intensidade das
regides esterasicas quando comparadas ao Grupo Controle (sem qualquer tratamento),
reforgando a hipdtese de que Esterases, de alguma forma, estdo relacionadas ao inseticida
(Figura 3).

O envolvimento de enzimas esterasicas no desenvolvimento de resisténcia a
pesticidas tem sido estudado em vérios artropodes (STUMPF e al., 2001). Em mosca do
chifre (Haematobia irritans), GUERRERO et al. (1999) identificaram uma
acetilcolinesterase insensivel a organofosforados em moscas resistentes ao Diazinon. Nos
mosquitos Lucilia cuprina, Culex e Anopheles gambiae, vérios trabalhos relatam a relago
de acetilcolinesterases e carboxilesterases envolvidas na metabolizagio e no
seqliestramento de moléculas de inseticidas (NEWCOMB, et al., 1997; HEMINGWAY &
KARUNARATNE, 1998; HEMINGWAY et al., 2002).

A Figura 4 e a Tabela I apresentam quadros das Esterases que ocorrem no adulto de

Melipona scutellaris submetidas ou néo ao tratamento com Dimetoato. Observa-se que:
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* EST-1 ocorre em todos os individuos (Controle e Tratados);

o EST-2 ocorre em todos os Grupos Tratados;

® EST-3 ocorre em todos os individuos (Controle e Tratados);

e EST-4 em individuos do Grupo Controle e em tratados com 100mg/L e 320mg/L;

e EST-5 em individuos do Grupo Controle ¢ em Tratados com 16mg/L, 62mg/L,

100mg/L, 320mg/L e 620mg/L;
¢ EST-6 em individuos do Grupo Controle e em Tratados com 16mg/L e 100mg/L;
e EST-7 somente em individuos do Grupo Controle.
O presente estudo mostra a relagio do inseticida Dimetoato com a ocorréncia,

desaparecimento ¢/ou alterag@io de intensidade de Esterases no adulto de Melipona

scutellaris.

2. EFEITO DOS INIBIDORES

Os resultados dos testes de inibigdo mostram que o sulfato de cobre na concentragéo de
1mM n#o apresentou efeito inibitério sobre nenhuma das bandas detectadas. Quando os géis foram
submetidos ao tratamento com o malathion 0,4mM ou com sulfato de eserina 1,0mM, verificou-se

que todas as esterases foram inibidas por estes inseticidas, indicando que podem se tratar de
Colinesterases (Figura 5).
O inibidor PMSF, por sua vez, age em Esterases que contém Serina em sitio ativo.

Como ocorreu leve inibigdo das Esterases, aqui estudadas, por esse composto, é possivel
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inferir que elas apresentam tal residuo de serina. Sugerimos, portanto, que se tratam de

Acetilcolinesterases com residuos de Serina no sitio ativo.
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IV - CONCLUSOES

A partir do presente trabalho, pudemos chegar s seguintes conclusdes:

¢  Presenca de seis regides, em gel, referentes ao padrio esterssico de individuos
controle de operdrias de Melipona scutellaris,assim como obtido por REZENDE,
(1997). Essas enzimas foram classificadas aqui como Acetilcolinesterases com
residuos de Serina em seus sitios ativos, em fungdio de seu comportamento frente a
inibidores.

* O inseticida Dimetoato foi responsével pelo aparecimento de uma Esterase, EST-2, de
ocorréncia apenas nos Grupos de Tratamento. Devido a isso, sugere-se que essa
Esterase pode estar relacionada a resisténcia do inseto ao stress quimico.

e  Ocorréncia da EST-7 no Grupo Controle e desaparecimento nos Grupos Tratados. A
EST-7 pode estar sendo consumida na tentativa de metabolizar o inseticida ou esta

sendo inibida pelo Dimetoato.
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