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RESUMO — Modificagoes na expressio génica foram observadas nos sistemas esterase, leucina
aminopeptidase e a-glicerofosfato desidrogenase, durante o desenvolvimento ontogenético de
Anopheles albitarsis. A esterase revelou quatro regives de atividade, sendo a esterase 1 detectada
apenas em larvas de 4° estddio velhas ¢ em pupas, as esterases 2 ¢ 4 foram presentes durante
todo o desenvolvimento, e a esterase 3 revelou-se praticamente apenas em larvas e rarissimas
vezes em pupas. Também foram observadas quatro regides de atividade na leucina aminopepti-
dase, durante a ontogenia. As LAP1 ¢ LAP2 foram caracteristicas de larvas, a LAP3 esteve
presente somente em pupas ¢ adultos e a LAP4 foi detectada nos trés diferentes estagios. Uma
Unica regido foi observada para a a-glicerofosfato desidrogenase e a intensidade de sua atividade
cresce & medida que se aproxima o estigio adulto.
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Ontogenetic Patterns of Esterases, Leucine Aminopeptidase and o-Glycerophosphate Dehydroge-
nase in Anopheles (Nyssorfiynchus) albitarsis Lynch-Arribalzaga, 1878 (Diptera: Culicidae).
ABSTRACT — Modifications in genetic expression were observed in the esterase, leucine aminopepti-
dase and o-glycerophosphate dehydrogenase systems during ontogenetic development of Anopheles
albitarsis. The esterase revealed four regions of activity. Esterase | was detected in 4th stage larvae and in
pupae. Esterase 2 and 4 were present during all stages of development and esterase 3 appeared mainly in
larvae and rarely in pupae. Four regions of activity were also observed in leucine aminopeptidase during
ontogeny. The LAP1 and LAP2 were characteristic of larvae and LAP3 was present only in pupae and
adults. LAP4 was detected in all three stages. a-glycerophosphate dehydrogenase presented one activity
band whose intensity increased with development.
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INTRODUCAO heterogeneidade no papel de transmissor
da malaria humana. Considerado como

A distribui¢do de Anopheles  um vetor primario (Rachou, 1958; Ferreira,

albitarsis ¢ ampla na regido neotropical,
ocorrendo desde o nordeste da Argen-
tina e estendendo-se por toda a América
do Sul, com excegao da parte ocidental.
Na Amgérica Central, tem sido registrada
no Panamd, Costa Rica, Honduras e
Guatemala (Galvio & Damasceno,
1944; Forattini, 1962; Ferreira, 1964).
Apresenta consideraveis variacdes
morfoldgicas, bioquimicas e
comportamentais, o que se reflete numa
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1964), Deane (1986) menciona-o como
um vetor de baixo poder de transmissao,
mas com importdncia em dreas restritas.

As isoenzimas e sua analise
através da eletroforese sdo consideradas
ferramentas importantes em pesquisa
basica e aplicada. Cada organismo possui
seu proprio padrdo eletroforético de
enzimas, e este pode mudar durante o
desenvolvimento. O estudo isoenzimatico
permite determinar a agio génica
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diferencial ¢ 0 momento em que um
gene especifico entra em atividade na
sintese da enzima correspondente
(Wagner & Selander, 1974). Mudancas
nos padrdes de isoenzimas sdo
indicadoras de modificagdes na
expressdo dos genes e reflexos de
eventos genéticos e epigenéticos intra
e extra celulares (Whitt, 1975). Virios
estudos em espécies de Anopheles tem
mostrado que algumas isoenzimas
modificam-se durante a ontogenia,
seja em termos de intensidade das
bandas ou no aparecimento de novas
formas e o desaparecimento de outras
(Pantelouris & Downer, 1969; Vedbrat
& Whitt, 1974; Revanasiddaiah &
Chowdaiah, 1982; Santos et al., 1985;
Scarpassa et al., 1992; Scarpassa &
Tadei, 1993; Santos ef al., 1996).

Este trabalho, refere-se aos
padrdes eletroforéticos das isoenzimas
de esterases, leucina aminopeptidase e
a-glicerofosfato desidrogenase, du-
rante o desenvolvimento ontogenético
de Anopheles albitarsis, com o
objetivo de verificar modifica¢des na
expressdo génica e determinar
possiveis atividades na sintese da
enzima correspondente.

MATERIAL E METODOS

O material utilizado foi procedente
de Maruanum, aproximadamente 60
quilémetros a noroeste de Macapa (0°
02' 20"”N, 51° 03' 59""W), no Estado do
Amapa. Os espécimes foram capturados
em um curral de gado, nas condigdes de
exofagia e zoofilia, com auxilio de um
aspirador entomologico manual e
lanterna, sendo as fémeas separadas
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individualmente para oviposi¢do €
identificadas por meio das chaves de
Gorham et al. (1967) e Consoli &
Lourengo-de-Oliveira (1994). Apos a
eclosdo dos ovos, as larvas de cada
desova foram mantidas em insectario a
26 £ 1 °C e alimentadas até atingirem
o estagio adulto, conforme descrito em
Santos et al. (1981).

Larvas de 4° estadio, pupas e
adultos de cada desova foram
acondicionados separadamente em
tubos plasticos e mantidos em freezer a
temperatura de -70 °C. Nas andlises
eletroforéticas, utilizou-se cinco
individuos de cada estigio por postura,
num total de 100 amostras por sistema
enzimatico. As larvas de 4° estadio fo-
ram separadas em trés fases: jovens (até
12 horas), médias (12-24 horas) e velhas
pigmentadas (apos 24 horas). Foi
empregado o sistema horizontal em gel de
amido parcialmente hidrolisado (Sigma) a
12%. Na preparaciio das amostras para as
analises, sistema tampdes e solugdes de
coloragdo seguiu-se a metodologia
empregada por Santos ef al. (1996).

RESULTADOS

Esterases

A analise desta enzima durante
desenvolvimento ontogenético, por
meio de o-naftil propionato, revelou
quatro regides de atividade muito
complexas, todas eletronegativas e
mudangas na intensidade das bandas
de acordo com o estagio de
desenvolvimento (Fig. 1).

Dessas, apenas a primeira regiao
ndo apresentou variagdo. O perfil
eletroforético das isoenzimas polimoérficas
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Figura 1. Padrdes eletroforéticos das esterases, mostrando as quatro regioes de atividade du-
rante 0 desenvolvimento ontogenético de Anopheles albitarsis. Eletroforese em gel de amido.
Sistemna tampdo Tris-citrato-borato pH 8,0. Migragdo no sentido indicado. A - esquema ¢ em B
- fotografia. Amostras: 1 a 6 = larvas de 4° estddio, 7 a 10 = pupas ¢ 11 a 14 = adultos. m=a =
atividade forte;zza= atividade média e — = atividade fraca.
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apresentaram trés fenotipos distintos: uma
banda de mobilidade répida, outra lenta e
o terceiro mostrando duas bandas de igual
intensidade, sugerindo estrutura mono-
mérica para as proteinas. O controle
genético para os locos EST2 e EST3 foi
determinado por dois alelos codominantes
- EST2*4 e EST2*B; EST3*4 e EST3*B,
respectivamente. Enquanto que para o loco
EST4 foram identificados quatro alelos -
FEST4*A, EST4*B, EST4*C e EST4*D.

A esterase 1 foi revelada em larvas
de 4° estadio, em pupas ¢ totalmente
ausente no estagio de adulto. Baixa
intensidade de coloragdo das bandas foi
observada nas primeiras horas da maioria
das larvas de 4°estadio, alcangando o
maximo de atividade em larvas velhas
(com pigmentagéo escura, ou seja, em fase
de pré-pupa) e em pupas recém eclodidas,
diminuindo a medida que estas ultimas
completavam seu ciclo ¢ desaparecendo
completamente nos adultos.

A esterase 2 mostrou-se presente
nos trés estagios de desenvolvimento,
sendo que esta foi detectada com
maior intensidade de coloragio em
larvas de 4°estadio.

A esterase 3 foi observada
algumas vezes em larvas de 4°estadio,
rarissimas vezes em pupas € nunca
detectada em adultos.

A esterase 4 foi revelada em
todos os estagios de desenvolvimento,
apresentando bandas com maior
intensidade de coloragdo em larvas de
4e estadio.

Leucina Aminopeptidase

O padrio eletroforético da leucina
aminopeptidase, durante o desenvolvimen-
to ontogenético, mostrou quatro regides de
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atividade, todas eletronegativas, e
denominadas de LAP1 a LAP4 com
modificagbes na expressdo génica
conforme o estagio considerado (Fig. 2).
Apenas a regido LAP2 apresentou
variagdo, controlada geneticamente
por dois alelos codominantes -
LAP2*4 e LAP2*B, cujo perfil do
fendtipo heterozigoto sugere que a
proteina seja monomérica.

LAP1 e LAP? foram caracteristicas
de larvas de 4°estadio e mostraram forte
intensidade de coloragdo sobre o gel. A
LAP3 foi especifica dos estdgios de pupas
e adultos, sendo que nas primeiras, as
bandas foram coradas mais intensamente.
Para a LAP4, o padrdo obtido foi
semelhante 4 LAP3, entretanto ela também
foi detectada em larvas velhas, proximas
ao estagio de pupa, e maior intensidade de
coloragio das bandas foi observada em
adultos. Algumas vezes, apareceu uma
regido corada proxima a origem no
estagio de larvas, a qual ndo foi
considerada, atribuindo-se ser uma
isoenzima secundaria.

a~Glicerofosfato Desidrogenase

O perfil eletroforético da o-
glicerofosfato desidrogenase, obtido du-
rante o desenvolvimento, mostrou apenas
uma regido de atividade proxima a origem,
também eletronegativa ¢ monomérfica
(Fig. 3). A intensidade de coloragio das
bandas foi fraca em larvas de 4° estadio,
aumentando em pupas e alcangando o
maximo de atividade em adultos.

DISCUSSAQO

As quatro regides de atividade
esterasica, observadas durante o desen-
volvimento de A. albitarsis, mostraram
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Figura 2. Padroes eletroforéticos das isoenzimas de leucina aminopeptidase durante o
desenvolvimento ontogenético de Anopheles albitarsis. Eletroforese em gel de amido. Sistema
tampdo Tris-citrato-borato pH 8,0. Migragdo no sentido indicado. A - esquema e em B -
fotografia, mostrando as quatro zonas de atividade observadas. Amostras: 1 a 4 = larvas de 4°
estadio, 5 a 8 = pupas e 9 a 11 = adultos.

m = atividade forte; = atividade média e ™ = atividade fraca.
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Figura 3. Perfil eletroforético da o-glicerofosfato desidrogenase durante o desenvolvimento ontogenético
de Anopheles albitarsis. Eletroforese em gel de amido. Sistema tampéo Tris-fosfato pH 7,4. Migragio
no sentido indicado. Amostras: 1 a 3 = larvas de 4° estadio, 4 a 7 = pupas e 8 a 12 = adultos.

diferengas qualitativas e quantitativas
¢ mudancas nos perfis eletroforéticos,
quando comparamos larvas (4° estadio),
pupas e adultos.

Considerando-se os resultados
obtidos, verifica-se que a esterase 1 foi
registrada em larvas e pupas. As es-
terases 2 ¢ 4 foram observadas em
todos os estdgios do desenvolvimento
e a esterase 3 foi revelada em larvas
de 4° estadio, praticamente ndo foi
detectada em pupas e totalmente
ausente nos adultos.

Diferengas na expressio génica
durante o desenvolvimento, também
foram verificadas em Anopheles
albimanus, Anopheles nuneztovari e
Anopheles darlingi. Na primeira, destas
espécies, das nove regides detectadas, a
esterase 1 foi revelada em larvas e pu-
pas, enquanto que as esterases 5 e 7
apenas em larvas, as esterases 3 e 9 fo-
ram especificas de pupas e as esterases
2, 4, 6 ¢ 8 mostraram-se presentes em
todos os estagios do desenvolvimento
(Vedbrat & Whitt, 1975).

Em A. nuneztovari, Scarpassa
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(1988) observou sete regides de
atividade esterdsica. As esterases 1 e 5
foram reveladas durante todo o
desenvolvimento, sendo que a esterase
1 apresentou forte intensidade de
coloragdo ¢ a esterase 5 fraca. As es-
terases 2 e 6 apresentaram forte
intensidade nos estadios larvais e fraca
nos estagios de pupas e adultos. A es-
terase 3 praticamente ndo foi registrada
nos dois ultimos estdgios, denotando
uma isoenzima caracteristica do estdgio
larval. A esterase 4 mostrou-se mais
corada nas larvas, diminuindo sua
intensidade gradativamente no estigio
de pupa e estando quase ausente nos
adultos. A esterase 7 foi registrada nos
primeiros estadios larvais, em larvas
de 4° estadio velhas e em frequéncia
baixa em pupas e adultos.

Santos et al. (1996), analisando
quatro populagdes de A. darlingi da
regifio amazobnica, constataram 5 regides
de atividade esterasica, durante o
desenvolvimento dessa espécie. As es-
terases le 2 mostraram maior intensidade
de coloragdo no estagio de larva e
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menos intensamente em pupas e adultos.
O oposto ocorreu com as esterases 3 e
4, que foram melhor visualizadas nestes
dois ultimos estdgios. A esterase 5 foi
detectada em todos os estagios de
desenvolvimento.

Considerando os dados da
literatura, propos-se hipoteses
relacionadas as fungdes das quatro
isoenzimas de esterases durante os
diferentes estagios de A. albitarsis.
Esterase 1, que mostra baixa atividade
em larva de 4° estddio velha e vai
aumentando até pupas novas e
desaparece em pupas velhas e adultos,
pode estar relacionada a regulagio dos
niveis de ecdisona, admitindo-se que
esta isoenzima no estagio de pupa
desempenhe alguma fungdo de
regulagdo no metabolismo desse
horménio, como proposto por Vedbrat
& Whitt (1975) para a esterase 1 de A.
albimanus e por Santos et al. (1985)
para as esterases 1 e 2 de 4. darlingi.

As esterases 2 e 4, presentes durante
todos os estagios do desenvolvimento de
A. albitarsis, poderiam estar relacionadas
a fungdes mais generalizadas, supondo-se
que estas possam desempenhar algum
papel na quebra de lipidios, os quais
seriam utilizados como fonte de
energia. Esta proposigdo esta de
acordo com o descrito para as es-
terases 2, 4, 6 ¢ 8 de 4. albimanus
(Vedbrat & Whitt, 1975), para as es-
terases 1 e 5 de 4. nuneztovari
(Scarpassa, 1988) e a esterase 5 de A.
darlingi (Santos, 1992). Com relagdo
4 esterase 3, de 4. albitarsis, detectada
em larvas de 4° estadio, pode-se supor
que esteja associada com o
metabolismo larval que € distinto do
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adulto. As larvas alimentando-se de
microorganismos, alimentos triturados
ou similares podem requerer esta es-
terase, enquanto que os adultos néo a
utilizariam, pois alimentam-se de
solugdes acucaradas. Hipodtese
semelhante foi proposta por Vedbrat &
Whitt (1975) para as esterases 5 e 7 de
A. albimanus e por Scarpassa (1988)
para a esterase 3 de 4. nuneztovari.

A leucina aminopeptidase € uma
enzima proteolitica e provavelmente
desempenha fungdo importante na
degradacao de proteinas durante o
desenvolvimento. Segundo Johnson &
Sakai (1964), o estudo ontogenético
desta enzima, em diferentes organismos,
permite separa-las em dois grupos: (1)
a enzima presente em todos os estagios
do desenvolvimento e (2) a produgéo da
enzima limitada a estagios especificos.

No estudo ontogenético da
leucina aminopeptidase em A.
albitarsis, foi observado quatro
regides de atividade e diferengas na
expressao génica, conforme o estagio
considerado. LAP1 e LAP2 presentes
apenas em larvas de 4° estadio, LAP3
caracteristica de pupas e adultos ¢ a
LAP4 detectada em todos os estagios
de desenvolvimento.

Resultados semelhantes foram
obtidos por Narang et al. (1979) em A.
nuneztovari. Estes autores detectaram
quatro regides denominadas de LAP-1 a
LAP-4. A LAP-1 observada em larvas e
ausente ou em baixa atividade em pupas e
adultos. A LAP-2 somente detectada em
larvas, enquanto que as LAP-3 ¢ LAP4
foram registradas nos trés estagios, porém
com atividade bem reduzida em pupas e
adultos. Uma regifio mais catodica em
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relagdo a LAP-2 foi observada em pu-
pas e adultos, sendo denominada de
LAP2-PA. Contudo, Scarpassa et al.
(1992) estudando uma populagio de
Tucurui (PA) dessa mesma espécie,
registraram seis regides denominadas
de LAP1 a LAP6. As LAPI, LAP2,
LAP4 e LAPS detectadas em todos os
estdgios do desenvolvimento,
enquanto que as LAP3 e LAP6 foram
reveladas em pupas e adultos.

Diferengas na expressdo génica,
conforme o estagio de desenvolvimento,
também foram descritas por Santos et al.
(1996) em 4. darlingi. Os autores
verificaram seis regioes de atividade para
a espécie denominadas de LAP1 a LAP6.
ALAPI1 e LAP6 foram reveladas em todos
os estagios e a LAP3 detectada em pupas
e adultos. LAP2 e LAPS foram especificas
de larvas, enquanto que a LAP4 foi
observada apenas em pupa.

De conformidade com a literatura,
pode-se supor que a LAP3 de 4.
albitarsis, especifica de pupas e
adultos, possa desempenhar alguma
fun¢do na histolise dos tecidos larvais,
como proposto por Sakai ef al. (1969)
para a regido LAP-D de Drosophila
melanogaster. Estes autores sugeriram
que a alta atividade da enzima,
particularmente no estagio de pupa, é
devida a intensa histdlise dos tecidos
larvais, a0 mesmo tempo que ocorre a
diferenciagdo dos tecidos do adulto. A
mesma hipotese foi sugerida por
Scarpassa et al. (1992) para as LAP3
¢ LAP6 de A. nuneztovari de Tucurui
e por Santos ef al. (1996) para as
LAP3 e LAP4 de A. darlingi.

A expressdo génica da a-GPDH du-
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rante o desenvolvimento de A. albitarsis
mostrou que a atividade desta enzima
aumenta durante o ciclo de vida do inseto.
Padrdo similar tem sido observado em
outras espécies de Anopheles, variando
entretanto no nimero de locos.

Vedbrat & Whitt (1974) descreve-
ram trés formas da a-GPDH de intensi-
dade de colorago idénticas em larvas de
A. albimanus e, a mais anddica, mostrando
aumento de atividade em pupas e adultos.
Scarpassa & Tadei (1993) observaram
apenas uma regido para 4. nuneztovari,
contudo, as bandas detectadas no estagio
larval mostraram diferenca de mobilidade,
sendo mais catodica cerca de 1-2
milimetros em relagdo as bandas de
pupas e adultos. Em A. darlingi,
Santos et al. (1996) relatam diferencas
no padrio da a-GPDH, quanto ao tipo
de suporte empregado. Uma tnica
regido foi verificada em gel de amido,
enquanto em geéis de poliacrilamida,
foram observadas duas. Contudo, a
intensidade de coloragdo das bandas,
nos dois suportes, foi fraca em larvas
de 4° estadio apos 24 horas de eclosio,
aumentou em pupas ¢ atingiu o
méximo na fase adulta.

O aumento da atividade da
enzima a4 medida que o inseto atinge
a fase adulta, provavelmente signifique
que possa estar ocorrendo aumento na
produgdo da o-GPDH. Esta atividade
mais intensa no estagio adulto, permite
admitir que a enzima possa apresentar
maior concentragdo nos musculos
alares, exercendo fungdes relacionadas
a atividade de voo da espécie, como
sugerido por Scarpassa & Tadei (1993)
¢ Santos et al. (1996).
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