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RESUMO
VELOSO, Ronnie Von dos Santos, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, maio de
2012. Proteoma diferencial da resposta a hormese induzida por deltametrina
em populacdes de caruncho-do-milho (Sitophilus zeamais). Orientador: Maria
Goreti de Almeida Oliveira. Co-orientadores: Raul Narciso Carvalho Guedes,
Eliseu José Guedes Pereira e Joel Antonio de Oliveira.
Hormese ¢ um termo amplamente utilizado na toxicologia para descrever o
comportamento bifasico da curva dose-resposta, onde a exposi¢do ao estresse fisico ou
quimico induz uma resposta estimulatoria ou inibitoria dose-dependente. O fendmeno ¢
caracteristicamente descrito por um modelo dose-resposta nao-linear onde a exposicao a
baixos niveis de estresse induz um efeito estimulatorio enquanto altos niveis de
exposicdo provocam inibi¢do ou toxicidade. Dois modelos logaritmico-logisticos
reparameterizados foram utilizados para avaliar bioensaios dose-resposta em Sitophilus
zeamais, duas populagdes resistentes ¢ uma susceptivel a inseticidas. Além disso, o
perfil de expressdao de proteinas foi analisado nas trés populagdes. A curva dose-
resposta foi bifasica para as trés populacdes. Foi observado varias alteragcdes no perfil
de expressdo de proteinas. Nas populagdes resistentes prevaleceu o aumento de
expressdao (aumento no volume do spot) enquanto na populacdo susceptivel foi
observado reducdo de expressdo na maioria dos spots diferencialmente expressos. Essa
redugdo pode ser devido a um periodo refratdrio mais prologando nessa populacio e
consequentemente maior retardo no restabelecimento do estado homeostatico. Poucos
spots foram identificados como expressdo de novas proteinas nas trés populacdes. A
populagdo de Jacarezinho foi a que apresentou o maior numero de SPOtS com expressao
de novas proteinas, foram seis spots para populacdo de jacarezinho, um Spot para
populagdo de Juiz de Fora e nenhum spot na populacao susceptivel de Sete Lagoas. Essa
grande variacdo reflete a dificuldade de relacionar os eventos moleculares com as
respostas obtidas nas curvas dose-resposta. Embora as respostas biologicas possam ser
observadas com relativa dificuldade, a miriade de eventos moleculares em resposta as
variacoes do ambiente tornam extremamente dificil identificar os eventos mecanisticos
envolvidos com a resposta ao estresse. A variagdo no perfil de expressdo de proteinas
entre populacdes reflete a dificuldade para compreensdo dos mecanismos envolvidos
com o efeito hormético. A exposicdo mesmo a doses moderadas de estressse induziu
muitas alteracdes no perfil de expressdo de proteinas. Em uma proxima etapa a

identificacdo das proteinas diferencialmente expressas seria de grande importancia para
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verificarmos se grupos de proteinas comuns entre as populagdes sdo afetados. Além de
apresentar maior magnitude no incremento populacional, em doses moderadas de
deltametrina, as populagdes resistentes apresentam maior alteracdo no perfil de
expressao de proteinas e esse comportamento parece ser dependente dos parametros de

historia de vida.
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ABSTRACT
VELOSO, Ronnie Von dos Santos, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May, 2012.
Hormesis induced by deltamethrin in populations of the maize weevil
(Sitophilus zeamais): differential proteome response. Adviser: Maria Goreti de
Almeida Oliveira. Co-advisers: Raul Narciso Carvalho Guedes, Eliseu José Guedes
Pereira and Joel Antonio de Oliveira.

Hormesis is a widely used in toxicology to describe the biphasic dose-response
curve, where exposure to chemical or physical stress induces a stimulatory or inhibitory
response dose-dependent. This phenomenon is typically described by a nonlinear dose-
response where exposure to low levels of stress induces a stimulatory effect while high
levels of exposure cause inhibition or toxicity. Two reparameterized logistic-logarithmic
models were used to describe deltamethrin dose-response in Sitophilus zeamais, two
insecticide-resistant strains and one insecticide-susceptible strain. Moreover, the profile
of protein expression was examined in three populations. The biphasic dose-response
was observed in three tested strains. It was observed several changes in protein profiling
expression. In insecticide-resistant strains prevailed up-regulation protein expression
(increase in spot volume) while in the insecticide-susceptible strain was observed down-
regulation expression in most Spots. This reduction may be due to a more extend
refractory period and consequently greater delay in restoring the homeostatic state in the
insecticide-susceptible strain. Few spots were identified as the expression of new
proteins in the three strains. The Jacarezinho strain showed the largest number of
protein Spots, were six spots in the Jacarezinho strain, one spot in the Juiz de For a
strain and no spot in the Sete Lagoas susceptible strain. This wide variation reflects the
difficulty of relating the molecular events with the responses obtained in the dose-
response curves. Although the biological responses can be observed with relative
difficulty, the myriad of molecular events in response to changes in the environment
make it extremely difficult to identify the mechanistic events involved in the stress
response. The change in the profile of protein expression between populations reflects
the difficulty in understanding the mechanisms involved in the hormesis. The exposure
to even moderate doses of stress induces many changes in the profiling protein
expression. In a next step the identification of differentially expressed proteins would be
of great importance to check whether groups of common proteins among populations

are affected. Besides the greater magnitude in population growth, moderate doses of
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deltamethrin resistant populations have a higher profile changes in protein expression

and this behavior seems to be dependent on life history parameters.



xi



Introducéo Geral

O termo hormese tem sido amplamente utilizado no campo da toxicologia para
descrever o comportamento bifasico da curva dose-resposta, onde a exposicao ao
estresse fisico ou quimico induz uma resposta estimulatdria ou inibitoéria dose-
dependente. O fendomeno ¢ caracteristicamente descrito por um modelo dose-resposta
nao-linear onde a exposi¢dao a baixos niveis de estresse induz um efeito estimulatorio
enquanto altos niveis de exposicdo provocam inibicdo ou toxicidade. Esse
comportamento ¢ observado quando o organismo ¢ submetido a uma ampla faixa de
exposi¢do variando de niveis muito baixos aqueles que desencadeiam efeito adverso.
Embora as primeiras evidéncias de hormese tenham sido observadas ha quase 150 anos,
somente nos Ultimos dez anos o fendmeno vem ganhando notoriedade em publicacdes
cientificas, sobretudo na area médica. Entretanto, houve pouca evolugdo no
conhecimento do mecanismo fisioldgico do fenomeno, o que tem sido determinante
para manuten¢do de métodos tradicionais de ensaios toxicoldogicos. Uma metodologia
universal ¢ a relacdo dose-resposta com limiar de exposi¢ao (modelo dose-resposta
linear), muito utilizada em avaliagdes envolvendo ensaios toxicologicos € que tem como
foco principal a resposta induzida pelas altas doses. Recentemente essa metodologia
vem sendo questionada principalmente em funcdo das inumeras evidéncias de inducdo
de resposta em faixas de concentracdo muito baixa onde supostamente o agente de
estresse nao desencadearia nenhum tipo de efeito.

Os métodos tradicionais de bioensaios envolvendo relagdo dose-resposta sao
focados nos niveis de exposicdo ao qual o agente de estresse induz efeito adverso. Nessa
metodologia, muitas informagdes bioldgicas sdo perdidas na faixa de exposi¢do onde a
concentragdo da substancia ¢ muito baixa, pois tradicionalmente essa regido ¢
negligenciada por supostamente ndo induzir nenhum tipo de resposta no organismo.
Entretanto intimeras evidéncias apontam para uma mudanga de paradigma nas
avaliacdes de toxicidade, principalmente pelo crescente nimero de publicacdes
relatando a ocorréncia de resposta biologica significativa mediante exposi¢do a
concentragcdes muito baixas de substancias que exibem toxicidade em altas doses. Dessa
forma, vem ganhando forca a hipotese de que esse modelo de resposta ¢ uma regra nos
sistemas biologicos, independentemente do agente de estresse ao qual o organismo ¢é

exposto.



Hormese tem recebido maior atengdo em areas da ciéncia ligadas a satde
humana. Por outro lado pouca énfase vem sendo dada nas ciéncias agrarias, sobretudo
na toxicologia de pesticidas. Nesse trabalho, verificamos o efeito da exposi¢ao de
populagdes do caruncho—do-milho Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera:
Curculionidae) a doses sub-letais de deltametrina. Planejamos a execugdo desse trabalho
em duas etapas, a primeira etapa teve como foco estudos de demografia populacional de
caruncho-do-milho S. zemais. Supostamente, exposi¢do a niveis muito baixos de
estresse fisico ou quimico ndo ¢ capaz de desencadear resposta no organismo. Dessa
forma na segunda etapa desse trabalho avaliamos se alteragdes nos bioensaios de
demografia populacional coincidem com alteragdes na expressao total de proteinas de
caruncho do milho exposto a doses horméticas do inseticida piretroide deltametrina.
Aqui pretendemos responder a duas perguntas: exposi¢do a concentragdes muito baixas
do inseticida deltametrina resulta em vantagem para o fitness de S. zeamais? Ha
evidéncias de alteracdes fisioldgicas sugestivas da existéncia de rotas fisiologicas
alternativas determinantes de parametros de historia de vida? Esperamos que esse
trabalho possa contribuir para a descrigdo do modelo fisiolégico do fendmeno
permitindo, ndo somente confirma-lo, mas dimensionar sua importancia em contexto

aplicado a agricultura.
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INTRODUCAO
Hormese

Hormese ¢ um conceito caracterizado pelo comportamento bifasico da curva
dose-resposta, que implica em dois tipos de resposta bioldgica quando um organismo ¢
exposto a um agente de estresse, sendo uma estimulatoria e outra inibitoria (Calabrese
& Baldwin, 2001; Calabrese, 2004; Mattson, 2008; Murado & Vasquez, 2010). O
fendmeno também ¢ definido como uma resposta super-compensatoria ocorrida em
fun¢do de um desequilibrio no estado homeostatico do organismo (Calabrese, 2008). As
primeiras evidéncias de resposta hormética foram observadas ha aproximadamente 150
anos por Virchow (1854) (citado por Henschler, 2006). Em 1888 o fendmeno ganhou
visibilidade através de um trabalho de Hugo Schulz (1853-1932) (citado por Calabrese,
2008) que avaliou o efeito de um desinfetante no metabolismo de leveduras. Nesse
trabalho, Schulz observou que esse composto inibia a produgdo de diéxido de carbono
quando as leveduras eram expostas a altas doses, e estimulava quando eram expostas em
baixas doses (Calabrese, 2008). O termo hormese foi citado pela primeira vez em 1943
pelos pesquisadores Southam e Ehrlich da Universidade de Idaho (Calabrese &
Baldwin, 2001). Apo6s varias décadas o fendomeno voltou a ganhar atengdo
principalmente devido a necessidade de informacdes mais completas, para fins de
regulamentacdo, acerca dos efeitos provocados pela exposi¢do a poluentes bem como
nas avaliagdes de risco em testes de carcinogenicidade (Calabrese, 2004, 2008;
Reynolds, 2010).
Evidéncias do fendmeno

O efeito hormético tem recebido atencdo especial nas dareas de ciéncias
biologicas e biomédicas e também nos estudos envolvendo avaliagdes de risco
ambiental, principalmente por desafiar os modelos tradicionais de avaliagdo quanto a
capacidade de prever todos os efeitos causados pela exposicdo a poluentes (Stark &
Banks, 2003; Kinoshita et al., 2006; Rattan, 2008; Myers et al., 2009; Stanek &
Calabrese, 2010; Calabrese et al., 2010). Embora existam muitas evidéncias da
ocorréncia de resposta hormética em trabalhos publicados nas diversas areas da ciéncia,
ainda ndo existem informagdes suficientes para responder se o fenomeno ¢ fruto do
mero acaso ou uma regra que pode ser generalizada para todos os organismos e
consequentemente para os modelos de avaliagdo sobre o efeito de poluentes. Em relagdo
a fisiologia da resposta hormética, as informagdes disponiveis em publicagdes, em sua

maioria, sdo meramente especulativas acerca dos mecanismos envolvidos com a
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expressdo do fendmeno (Calabrese & Baldwin, 2001; Calabrese, 2008; Mushak, 2009).
Para que o modelo de resposta bifasica supere o método tradicional de avaliacdo
toxicologica (curva dose-resposta com limiar) € necessario verificar se o fenomeno ¢
amplamente generalizado, ou seja, ¢ regra e nao excec¢ao nos ensaios de curva dose-
resposta. Além disso, ¢ necessario encontrar rotas fisiologicas determinantes da
expressao do fenomeno bem como compreender a dindmica dos mecanismos envolvidos
com a expressao da resposta hormética (Yueshu et al., 2010; Calabrese et al., 2010).

Em 2001 foi realizado o primeiro levantamento no sentido de determinar a
frequéncia da resposta hormética em ensaios dose-resposta. Foi criado um banco de
dados que reune trabalhos de ensaios dose-resposta com evidéncias de hormese,
identificadas através de modelagem estatistica (Calabrese & Baldwin, 2001). Nessa
estimativa foram estabelecidos critérios para diferenciar os desvios em relagdao ao
controle, separando os desvios devido ao mero acaso daqueles consistentes com a
expressdo do fendmeno. Foram analisados 20.285 artigos dos quais 195 ou 1%
continham 668 curvas dose-resposta que atendiam os critérios de entrada para
identificar a ocorréncia do efeito hormético. Aplicando os critérios para identificacdo do
fenomeno, foram encontradas 245 (37% de 668) doses-resposta de 86 artigos (0,4% de
20.285) que condizem com a resposta esperada para o fendmeno de acordo com os
critérios estatisticos estabelecidos (Calabrese & Baldwin, 2001).

Hormese e 0os métodos tradicionais de avaliacéo toxicologica

O método principal para determinacdo de pardmetros toxicologicos envolvendo
o impacto de poluentes ou outros agentes de estresse nos organismos vivos € baseado na
relacdo entre diferentes niveis de exposicao e o efeito adverso provocado pelo poluente
apos determinado tempo (Calabrese, 2004). A representacdo grafica dos resultados
forma a relagdo conhecida como curva dose-resposta que, por ser muito utilizada em
estudos de toxicologia e desfrutar de plena aceitagdo nas agéncias de regulamentagdo
ambiental, ficou conhecida como curva dose-resposta padrdo. A curva dose resposta
tem um formato sigmoidal e representa a relacdo entre determinados niveis de
exposi¢cdo a um agente de estresse e a propor¢do de uma populacdo que responde ao
efeito quantitativo decorrente dessa exposi¢do. Existe um limite entre o mais baixo
ponto da curva capaz de induzir algum efeito adverso e os demais niveis abaixo desse
ponto onde supostamente ndo ha resposta. O limite entre essas duas regides da curva ¢
conhecido como Nivel de Nenhum Efeito Adverso Observado (NNEAO, do inglés
NOAEL) (Calabrese, 2004; Kodell, 2009). Embora a curva dose-resposta padrao seja
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amplamente aceita e empregada nos estudos de avaliacdo de risco, evidéncias da
existéncia de resposta a baixos niveis de exposi¢do tém levantado varios
questionamentos sobre a validade desse método de avaliacao (Calabrese & Baldwin,
2001; Calabrese, 2003, 2004, 2008; Stark & Banks, 2003; Calabrese et al, 2010). A
curva dose-resposta padrao ¢ limitada em termos de tipos de resposta-bioldgica avaliada
(ex.:mortalidade), dessa forma essa metodologia permite conhecer apenas parcialmente
o efeito de um poluente sobre o organismo. Além disso, outro questionamento sobre
essa metodologia ¢ referente a extrapolagdo de resultados que sdo obtidos em altos
niveis de exposicdo aguda para prever o efeito a baixos niveis de exposi¢ao cronica.
Dessa forma torna-se necessario encontrar um modelo de avaliacdo de risco
toxicologico capaz de solucionar as deficiéncias da curva dose-resposta padrdo que ¢
utilizada pela maioria das agéncias de avaliagcdo de risco de poluentes. Nesse contexto o
modelo hormético da relacdo dose-resposta surge como uma alternativa promissora
capaz de fornecer informacgdes mais completas sobre os efeitos de um poluente
(Alexeeff et al., 2002; Calabrese, 2003; Kodell, 2009).
LimitacGes da curva dose-resposta padréo

A avaliagdo do efeito de inseticidas em insetos, geralmente, ¢ focada na
mortalidade dos individuos medida através de curvas dose-resposta mediante exposi¢ao
aguda. Devido ao limitado niimero de respostas obtidas e ao curto tempo de avaliagdo,
esse método € incapaz de avaliar o completo efeito dos inseticidas, sobretudo o efeito da
exposicao cronica nas populagdes (Calabrese, 2005). Uma alternativa aos métodos
tradicionais de avaliacdo toxicoldgica, que focam apenas no efeito adverso, sdo as
analises de demografia populacional (ex. tabela de vida) que é um tipo de avaliagao
mais abrangente que os estudos de exposi¢ao aguda focadas apenas a mortalidade como
resposta. Esses estudos permitem reunir em um Unico pardmetro os vdrios efeitos
provocados pela exposi¢do cronica a poluentes. Embora seja uma ferramenta muito util,
a duracgdo do ciclo de vida muito longo de algumas espécies limita sua utilizagdo. Em
outros casos o tipo de organismo torna o seu custo relativamente alto e inviabiliza sua
utilizagdo. A realizacdo de estudos de demografia populacional, através da construcao
de tabelas de vida, muitas vezes ¢ limitada pelas caracteristicas biologicas da espécie,
como ciclo de vida longo e baixa taxa de reprodugdo. Essas limitagcdes tornam o estudo
caro e consomem muito tempo. Uma alternativa para minimizar essas limita¢des ¢ a
avalia¢do da taxa instantanea de crescimento populacional (1), que ¢ uma medida direta

do crescimento populacional sendo mais vantajosa principalmente devido a integracao
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de um maior nimero de respostas em um pardmetro mais realista que incorpora
resultados de sobrevivéncia e fecundidade (Stark & Banks 2003).
Desafios

O delineamento de experimentos para investigar a expressao do efeito hormético
¢ um dos principais desafios para explorar o assunto. Isso porque ainda ndo existem
modelos estatisticos bem definidos para verificar a robustez das respostas obtidas. Além
disso, a componente temporal exigida para percepgao da resposta bioldgica, na maioria
dos ensaios, torna dificil a avaliacdo do fendmeno em espécies de ciclo de vida longo
como a maioria dos mamiferos. A solu¢do para o fomento de subsidios que rejeitassem
a hipotese de que o fendmeno € uma resposta casual foi o estabelecimento de um banco
de dados baseado no levantamento de trabalhos envolvendo a utilizacao de curvas dose-
resposta ¢ aplicagdo de parametros que permitissem verificar o efeito hormético nesses
trabalhos (Calabrese & Baldwin, 2001; Calabrese & Blain, 2005). Essa alternativa
permitiu encurtar o longo caminho que seria necessario para o desenvolvimento de
experimentos delineados para confirmar o fendmeno bem como consolidar
metodologias. Entretanto, essa estratégia tem o inconveniente de utilizar trabalhos que
ndo foram planejados para avaliar o fendmeno e tem sido questionada a validade dessa
metodologia para reconhecer a ocorréncia do efeito hormético (Mushak, 2009).

Outro desafio para que o modelo hormético tenha plena aceitacdo, pela
comunidade cientifica e agéncias de regulamentacdo ambiental, ¢ relativo a
compreensdo dos mecanismos envolvidos com a expressdo do fendmeno (Feinendegen,
2005; Calabrese, 2008; Zhang et al., 2009). Na toxicologia moderna existe uma forte
tendéncia de valorizar apenas os trabalhos voltados para explicagdo mecanicista de
problemas (Calabrese, 2008). A explicacdo dos mecanismos tem a grande vantagem de
gerar uma melhor explicagdo biologica e permitir prever diversas situagdes envolvidas
com a resposta biologica. Embora a expressdo do fendomeno hormético tenha sido
amplamente reportada em trabalhos de toxicologia, ainda ndo existem evidéncias
consistentes sobre os mecanismos envolvidos com a expressdo do fendomeno. Dessa
forma, a explicagdo mecanistica para a resposta hormética ¢ um dos desafios mais
urgentes a serem elucidados no campo da toxicologia (Calabrese, 2008; Yueshu et al.,
2010; Kending, et al., 2010).

Nessa primeira parte do trabalho avaliamos se exposi¢cdo a baixas doses de
deltametrina afeta o crescimento populacional de caruncho-do-milho Sitophilus zeamais

(Coleoptera: Curculionidae). Além disso, ao utilizar trés populagdes, procuramos
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verificar indicios da generalizacdo do fenomeno entre diferentes populacdes de S.
zeamais

MATERIAL E METODOS

Insetos

Foram utilizadas trés popula¢des de S. zeamais sendo uma populagdo padrao de
susceptibilidade proveniente do Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo
(EMBRAPA Milho e Sorgo - CNPMS), localizado na cidade de Sete Lagoas — MG.
Esta populacao ¢ considerada como padrao de susceptibilidade a inseticidas piretroides
e vem sendo mantida, sem exposicdo a inseticidas, em condi¢des de laboratorio por
aproximadamente 20 anos (Guedes et al., 1994; Fragoso et al., 2003; Ribeiro et al.,
2003). As outras duas populagdes sdo altamente resistentes a piretrdides. Uma delas,
coletada em moinhos de graos na cidade de Juiz de Fora — MG, Brasil, no inicio de
1999 e estabelecida a partir de 500 individuos, ¢ também resistente ao malation
(Fragoso et al., 2003). A segunda populacdo resistente foi coletada originalmente em
unidades armazenadoras de semente de milho em Jacarezinho — Parana, Brasil no final
da década de 80 sendo altamente resistentes a DDT e piretrdides. Todas as populagdes
vém sendo criadas em graos de milho isentos de inseticidas e mantidas em condigdes
controladas de temperatura (25 °C £ 2 °C), umidade (70 + 5%) e fotoperiodo (LD 12:12
h).

As populagdes resistentes utilizadas na execucao desse trabalho, aparentemente,
apresentam desempenho demografico diferenciado sendo que uma delas apresenta custo
fisiologico associado a resisténcia (Araujo et al., 2008a; Lopes et al., 2010; Silva et al.,
2010). Além disso, essas populagdes apresentam diferengas quanto a acumulagdo e
mobilizagdo de reserva energética. Isto ¢ atribuido a capacidade de mitigar o custo
fisiologico envolvido com a resisténcia, sugerindo uma maior eficiéncia na utilizagdo
dos recursos energéticos na populacdo sem custo (Aragjo et al, 2008a; Aragjo et al.,
2008Db).

Taxa de crescimento instantaneo (r;)

O ensaio para avaliagdo da taxa de crescimento instantaneo foi inteiramente
casualisado com trés repeticoes. Em cada repeticdo, vinte insetos adultos das
populagdes de Jacarezinho e Juiz de fora e 20 insetos adultos para populacdo de Sete
Lagoa foram utilizados. Todos os insetos adultos utilizados no ensaio de incremento
populacional (r;) tinham idade de emergéncia do grdo entre um e quatro dias apos

emergidos. Os frascos de vidro utilizados nesse ensaio possuiam um volume de 590 mL
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e em cada frasco (repeticdo) foram adicionados 300 g de milho 20 insetos para cada
uma das populagdes. Os insetos foram mantidos nesses frascos em sala com temperatura
controlada 27 °C e fotoperiodo LD 12:12 por um periodo entre 90 e 100 dias
dependendo da populagdo. Ao final desse periodo o numero total de insetos vivos foi
contabilizado e os valores utilizados na formula de Stark & Bank, (2003) para
determinagdo da taxa instantanea de crescimento populacional (r;).

Formula de Stark & Bank, 2003,

[in(7)
: ln(ﬁ) [1]
T

T = ———
A

Onde:

ri = Taxa instantanea de cresciemtento;

Nf = Numero final de insetos vivos;

Ni = Numero inicial de insetos vivos;

AT = Variacio de tempo (niimero de dias em que o ensaio foi realizadao).

A taxa instantinea de crescimento populacional (r;) foi calculada como parte da
estratégia para avaliacdo do bioensaio dose-resposta em trés populagdes de Sitophilus
zeamais. Uma das populagdes utilizadas no bioensaio ¢ padrdao de susceptibilidade a
inseticidas piretroides (Sete Lagoas), enquanto as outras duas populacdes sao resistentes
a inseticidas desse grupo quimico (Jacarezinho e Juiz de Fora) (Guedes et al., 1994,
Fragoso et al., 2003; Ribeiro et al., 2003). As populagdes utilizadas nesse experimento
foram expostas a doses crescentes de deltametrina, para realizagdo dos estudos
demografia populacional. As concentragdes de deltametrina utilizadas nesse
experimento foram cuidadosamente pré-determinadas com o objetivo de identificar um
limiar aproximado entre as concentracdes do inseticida que afetava negativamente o
valor de r; da populagdo e aquelas concentracdes que ndo induziam efeito adverso na
taxa instantanea de crescimento (nesse caso especifico o limiar corresponde a uma
inferéncia aproximada do Nivel de Nenhum Efeito Adverso Observado- NNEAO). Essa
estratégia foi necessdria para aumentarmos a chance de incluir a faixa de concentragao
do inseticida que induz o efeito hormético (Calabrese 2008).
No bioensaio utilizamos um maior numero de concentragdes que ficavam abaixo do
NNEAO aproximado determinado em ensaios preliminares. As concentragdes de k-

obiol (deltametrina) variaram de 0 a 1,4483 gramas de ingrediente por quilograma de



milho (g.i.a./Kg) para as populagdes resistentes e de 0 a 0,5 g.i.a/Kg por tonelada na
populagdo susceptivel.

Tratamento dos insetos

Foram utilizados 300g de graos de milho tratados com a formulagao comercial do
inseticida K-obiol 25 CE com 25 g de deltametrina por litro da formulacdo. As doses de
deltametrina utilizadas no bioensaio dose resposta foram cuidadosamente determinadas
através de bioensaios preliminares. As amostras com 300 g de milho foram tratadas com
uma ampla faixa de concentracdo do inseticida utilizando trés repetigdes para cada
tratamento. Utilizamos um volume de calda de 7 mL/Kg de graos de milho, para
aplicagdo do inseticida através de um pulverizador pneumatico com pressao aproximada
do jato de 3 bar. Os graos foram colocados em uma bandeja pléstica e o jato direcionado
manualmente a uma altura aproximada de 20 cm. Durante a aplicagdo do inseticida os
graos foram cuidadosamente revolvidos com o objetivo de realizar uma aplicacdo
uniforme do inseticida. Os graos foram acondicionados em potes de vidro e em cada
pote foram colocados 20 insetos, em seguida os potes foram acondicionados em um
ambiente controlado com temperatura de aproximadamente 27°C e fotoperiodo de 12/12
h. Entre 90 ¢ 100 dias de acondicionamento foi realizada a contagem dos insetos e
avaliado o incremento populacional em cada tratamento de acordo com o modelo de
taxa de crescimento populacional instantanea ().

Estatistica

A variacao do incremento populacional de populagdes de caruncho do milho (y) foi
avaliada em funcdo de doses de deltametrina (x) em dois modelos de regressao nao
linear (Equagdo 2 e 3) com o objetivo de confirmar se o incremento observado em
regides proximas a concentragdo zero na curva dose- resposta ¢ significativo para
hormese. Os dois modelos foram modificados a partir do modelo logaritimico-logistico
(Equagdo 1). Os parametros iniciais dos limites inferior (c) foram fixados em 0 e para o
limite superior (d) em 100. Os demais pardmetros iniciais dos modelos foram
livremente estimados com exce¢do dos valores de a que foram fixados entre 0,007 e
1,75 de acordo com o menor valor da soma dos quadrados do residuo. As estimativas
dos parametros das equagdes 2 e 3 foram obtidas pelo método Marquardt através de um

programa estatistico (PROC NLIN SAS Institute 2002)

10



RESULTADOS
Taxa instantanea de crescimento populacional (r;)

A relagdo dose-resposta para o rj de trés populagdes de Sitophilus zeamais
expostas a doses crescentes de deltametrina apresentou comportamento bifasico,
também definido como resposta hormética (Figura 1). Em relacdo a populaciao de
Jacarezinho, a populacdo de Sete Lagoas e¢ Juiz de Fora tém niveis demograficos
semelhantes quando mantidas em condi¢des de auséncia de inseticida (Figura 1).
Entretanto, a medida que os niveis de exposi¢ao a deltametrina aumentaram seguiu-se
um aumento nos valores de I com posterior tendéncia de redu¢do em concentragdes
mais elevadas (Figura 1). As concentracdes de deltametrina com valor de r; maior que o
do controle variaram, aproximadamente, entre 2,5'8 a 2,5'3 g.i.a/kg de milho (Figura 1).
Nas concentragdes acima de 2,57 gia/kg de deltametrina houve tendéncia de
decréscimo do I em niveis abaixo do controle. Nas concentragdes a partir de 0,05
g.i.a/kg a relacdo entre concentracdo do inseticida e magnitude do valor de r; foram
muito distintas entre as populagdes de Jacarezinho e Juiz de Fora. Entretanto, a faixa de
concentragdo do inseticida que induz aumento no valor de r;, em relagdo ao controle, foi
semelhante nas duas populacdes (Tabela 2 e 3). Analisando a figura 1 e considerando
uma aproximag¢do para determinados parametros comumente determinados em curvas
dose resposta através de modelos apropriados, ¢ possivel observar que, um valor
aproximado para DEX (dose efetiva para manifestar X% de resposta) seria muito
discrepante entre as populacdes resistentes. Enquanto a concentragdo necessaria para
reduzir o valor de ri a aproximadamente 50% do valor do controle ficou entre 0,025 e
0,05 g.i.a. /Kg na populagdo de jacarezinho, na populacdo de Juiz de Fora a
concentragdo necessaria para redu¢do na mesma magnitude ficou acima de 1,4483 g.i.a
/Kg.

As concentrac¢des de deltametrina onde o valor de r; foi semelhante ao nivel do
controle apds o periodo de 100 dias nas populacdes de Jacarezinho e Juiz de Fora foram,
respectivamente, 0,0125 g.i.a /Kg e 0,025 g.i.a /Kg (Tabela 1 e 2). A populacao de Juiz
de fora e jacarezinho tiveram maior porcentagem de incremento no valor de rj em
relagdo a populacao susceptivel de Sete Lagoas sendo, respectivamente, 28%, 25% e
7% maior que o controle (Tabela 1, 2 e 3).

Na populagdo susceptivel (Sete Lagoas), todas as concentragdes testadas

induziram aumento no valor de ri, com exce¢do da concentracdo 0,5 gi.a de
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deltametrina/Kg que matou todos os individuos (dados ndo utilizados para o calculo de
ri). Entretanto, o incremento no ri foi mais modesto quando comparado com as
populagdes resistentes. Na populagdo de Sete Lagoas, o incremento maximo no valor de

ri foi de 7% em relagdo ao controle (Tabela 3).

Populactes de Sitophilus zeamais
0,06

I Jacarezinho
H Juiz de Fora
I Sete Lagoas

0,05 .........................................................................................................................

0,04 ..................

0,03 ...... —

0,02 ......

Taxa instantanea de crescimento (1)

0,01 |-

0,00

2,5e-8
7.5e-8
1,25e-4
2,5e-4
1,25e-3
5e-3
0,0125
0,025
0,05
0,25

Deltametrina
g.i.a./kg

Figura 1: taxa instantdnea de crescimento populacional mediante exposi¢do a doses
crescentes de deltametrina (formula¢do comercial k-obiol). Os valores de ri foram
transformados e porcentagem do controle. A magnitude de resposta do controle foi de

100%. A linha transversal cinza representa o nivel de 100% de incremento do controle.

Tabela 1: Efeito do inseticida K-obiol na taxa instantdnea de crescimento (ri) na populagdo de
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Jacarezinho

Dose %
d.ade
(8 ri Desvio Erro {porcentagem de
Deltametrina/Kg Incremento  em
. relagdo ao
de milho) controle)
0 0,029308 0,000615 0,000355 100
2,5% 0,037679 0,000434 0,00025 128,5614
7,5% 0,039652 0,001123 0,000648 135,2917
1,25% 0,03538 0,003538 0,002043 120,7157
2,5* 0,03676 0,002262 0,001306 125,4241
1,257 0,035243 0,001611 0,00093 120,2484
0,005 0,029811 0,001375 0,000794 101,7137
0,0125 0,023857 0,000949 0,000548 81,40153
0,025 0,015824 0,004119 0,002378 53,99208
0,05 0,010155 0,003812 0,002201 34,64837
0,25 0,001567 0,002714 0,001567 5,345521
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Tabela 2: Efeito do inseticida K-obiol na taxa instantinea de crescimento (ri) na popula¢do de
Juiz de Fora

Dose
(giade . . (porceni/;gem de
r1 Desvio Erro .
Deltametrina/Kg mi:g;?;tzsm
de milho) controle)

0 0,036792 0,000866 0,0005 100
1,25 0,039958 0,000253 0,000146 108,6051
2,5 0,04061 0,000292 0,000168 110,3766
6,25* 0,040487 0,001003 0,000579 110,0408
1,25 0,047279 0,001007 0,000581 128,5026
2,57 0,044508 0,001357 0,000784 120,9702

0,0125 0,044517 0,000615 0,000355 120,996
0,0875 0,038249 0,002005 0,001157 103,9585
3.5 0,035373 0,001846 0,001066 96,14122
1,4483 0,024916 0,006252 0,00361 67,72125
2,6064 0 - - -
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Tabela 3: Efeito do inseticida K-obiol na taxa instantinea de crescimento (ri) na populagdo de
Sete Lagoas.

Dose
(giade
Ri Desvio Erro %
Deltametrina/Kg
de milho)

0 0,036288 0,000727 0,00042 100
2,5% 0,035822 0,00112 0,000647 98,71608
7,5% 0,038282 0,000158 9,11E-05 105,495
2,5* 0,038749 0,000372 0,000215 106,7821
1,257 0,039006 0,000552 0,000319 107,4908
2,57 0,037961 0,000392 0,000226 104,6106

0,5 - - - -

Modelos reparameterizados para avaliacdo estatistica de hormese

Em nosso trabalho aplicamos dois modelos logaritmico-logisticos
reparameterizados para avaliar bioensaios dose-resposta em trés populagdes de
Sitophilus zeamais.( Brain & Cousens 1989; Cedergreen, 2005)
Modelo de Brain & Cousens

O modelo de Brain & Cousens ¢ representado pela equagao 2, nesse modelo os
valores das assintotas da curva sigmoide sdo representados pelas letras c, assintota
superior ou resposta na dose infinita, e letra d que corresponde a resposta ao nivel do
controle. A letra f representa a taxa de estimulo proxima a dose 0 (f > que 0 ¢ uma
condi¢do necessaria para presenca de hormese) (Brain & Cousens). Nas trés populagdes,
os parametros do modelo ajustado foram significativos de acordo com a andlise de
variancia (Tabelas le 2). Para cada parametro foi calculado o respectivo desvio padrao e
o intervalo de confianga. O erro padrdo e intervalo de confianga do parametro “b” nao
foram calculadas, provavelmente, em fun¢do da pouca quantidade de pontos nas

concentragdes mais altas no bioensaio da populagdo susceptivel de Sete Lagoas. Além
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disso, o valor de “f” estimado para cada modelo foi maior que zero nas trés populacdes
e essa ¢ condicdo necessaria para confirmagdo do efeito hormético de acordo com Brain
& Cousens 1999. Embora a presenga de hormese tenha sido confirmada através do
parametro f, o modelo ndo ¢ um bom estimador para outros parametros da curva como
os parametros d e ¢, que correspondem as assintotas superior e inferior. Esses valores
foram mais realistas somente para a populacdo de Sete Lagoas. Nas outras duas
populagdes o modelo estimou valores irreais para as magnitudes de respostas

observadas no bioensaio (Tabelas 2).

d—c+fx

y =c+t 1+ exp {b[In(x)—In(e)]} .

Equacdo 2: Reparameterizagdo do modelo logaritmico-logistico, Modelo de Brain &
Cousens. (Xx= dose; y= resposta; d= resposta ao nivel do controle; ¢= resposta na dose
maxima; e= dose em que o valor de d — ¢ ¢ reduzida a 50% (ED50); b= proporcional a
inclinagdo da reta em ED50; f= mede a taxa de crescimento do estimulo em doses

proximas a zero).

Tabela 1
Regressao Nao Linear
(Modelo Brain & Cousens et al., 1999)
Fonte Populagao Grausde Somados Quadrado F Pr>F
Liberdade Quadrados Médio
Jacarezinho 3 18267,0 6089,0 311,96 <0,0001
Modelo  Juiz de Fora 3 2151,2 717,1 9,11 0,0181
Sete Lagoas 2 9124,5 45623 304,5 0,0003
Jacarezinho 6 117,1 19,5185 -
Erro Juiz de Fora 5 3934 78,6809 -
Sete Lagoas 3 44,9478 14,9826 -
Jacarezinho 9 18384,1 - -
Corrigido  Juiz de Fora 8 2544.,6 - -
Sete Lagoas 5 9169,5 - -
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Tabela 2

Regressao Nao Linear
Estimativa dos pardmetros do modelo de

Brain & Cousens et al., 1999 (Equacao 2)

Parametros Populagdo Estimativa Erro Intervalo de confianca 95%
Padrao

Jacarezinho  -71,8143  9,9391 -96,1345 -47,4941

d Juiz de Fora 116,3 4,4128 104,9 127,6
Sete Lagoas  103,9 2,2860 96,6129 111,2
Jacarezinho  129,4 2,5628 123,1 135.,6

c Juiz de Fora -156,9 1648,3 -4394,0 4080,1
Sete Lagoas  2,825E-9  3,8707 -12,3186 12,3186
Jacarezinho  -0,7933 0,0813 -0,9922 -0,5944

b Juiz de Fora 00,7587 1,1493 -2,1957 3,7132

Sete Lagoas  109,3 - -

Jacarezinho  4,2663 1,4664 0,6781 7,8545
f Juiz de Fora  3,5240 33,0269 -81,3731 88,4211
Sete Lagoas 22,2822 45,5198 -122,6 167,1

Modelo de Cedergreen

O modelo de Cedergreen foi reparameterizado a partir do modelo logaritimico
logistico com o objetivo de minimizar algumas limitagdes do modelo de Brain &
Cousens. Nessa nova reparameterizagdo a taxa de incremento do efeito hormético ¢
definida na equacao pela substitui¢ao do parametro fx (modelo de Brain & Cousens) por
f(-1/x") (Equagdo 2 e 3). O parametro f(-1/x") passar a ser interpretado como o valor
maximo de incremento na resposta proxima a dose zero e como no modelo de Brain &
Cousens os parametros ¢ e d representam as assintotas da curva dose resposta sigmoidal.
Por outro lado, os parametros “b” e “e” perdem sua interpretacdo como no modelo log-

logistico. Essa reparameterizacdo foi testada por Cedergreen que encontrou
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significancia em 69% das 51 curvas dose-resposta ndo significativas com o modelo de
Brain & Cousens. Em nossos dados foi possivel observar que o modelo de Cedergreen
foi um melhor estimador para os parametros ¢ e d. O parametro f foi positivo para todas
as populagdes confirmando a presenca de hormese no bioensaio dose reposta (Tabelas 3

e4).

d—c+fexp(—1fx“)

y =¢C + [3]
(b1

Equagdo 3: Reparameterizagao do modelo logaritmico-logistico, Modelo de Cedergreen
(2005). (x= dose; y= resposta; d= resposta ao nivel do controle; c= resposta na dose
maxima; e= dose em que o valor de d — ¢ é reduzida a 50% (ED50); b= proporcional a
inclinagdo da reta em ED50; fexp (-1/x“)= mede a taxa de crescimento do estimulo em

doses proximas a zero).

Tabela 3
Regressao Nao Linear
(Cedergreen et al., 2005))
Fonte Populagao Grausde Somados Quadrado F Pr>F
Liberdade Quadrados Médio
Jacarezinho 3 18271,7 6090,0 324,99 <0,0001
Modelo  Juiz de Fora 3 11116,9 3705,6 12,19 <0,0058
Sete Lagoas 3 9122,0 30,407 128,23 <0,0077
Jacarezinho 6 112,1 18,7408 -
Erro Juiz de Fora 6 18,243 304,0 -
Sete Lagoas 2 47,4242 23,7121 -
Jacarezinho 9 18384,1 - -
Corrigido  Juiz de Fora 8 12941,1 - -
Sete Lagoas 5 9169,5 - -
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Tabela 4

Regressao Nao Linear
Estimativa dos parametros do modelo de

Cedergreen et al., 2005 (Equagao 3)

Parametros Populacao Estimativa Erro Intervalo de confianga 95%
Padrao
Jacarezinho  128,5 2,3192 1229 134,2
d Juiz de Fora  116.,9 9,0295 94,4566  138,6
Sete Lagoas  104,3 2,6587 92,9065 115,8
Jacarezinho  -4,8803 7,1750 -22,4368 12,6762
c Juiz de Fora  -35,7789 84,8542 -243.4 171,9

Sete Lagoas  -0,0770 67,4721 -290,4 290,2

Jacarezinho  1,0352 0,1114 0,7625 1,3079

b Juiz de Fora  0,6460 0,5774 -0,7670 2,0589
Sete Lagoas  2,3361 258,3 -1108,9 1113,6
Jacarezinho 99,064 36,4414 9,8955 188,2

f Juiz de Fora 26,5573 86,5226 -185,2 238,3

Sete Lagoas 43,6661 10372,1 -44,5845 44,6719

DISCUSSAO

Um dos desafios para andlise de dados envolvendo a manifestacdo de hormese ¢
a determinagdo de um procedimento estatistico apropriado para uma analise confiavel.
A visualizagdo grafica permite inferir sobre determinados parametros do bioensaio
dose-resposta, entretanto ¢ muito importante a andlise estatistica apropriada para
melhorar confiabilidade dos parametros estimados. O modelo logaritimico-logistico,
tradicionalmente utilizado para andlise de bioensaios dose-resposta em altas
concentragdes, nao incorpora o efeito hormético. Dessa forma, ¢ crescente o esfor¢o
para estabelecer um modelo estatistico adequado para avaliagdo da presenca de hormese
em curvas dose-resposta (Belz & Pielpho, 2012). Em todos os trabalhos, a
reparameterizagdo do modelo logaritmico-logistico tem sido a principal estratégia para

permitir a andlise de dados horméticos. Aqui nds testamos alguns dos modelos
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reparameterizados a partir do modelo logaritimico-logistico para avaliar os resultados
dos bioensaios de dose-resposta das trés populagdes.

Nas trés populagdes, a representagao grafica dos dados dose de deltametrina X
% de rj em relagdo ao controle mostra o comportamento bifasico da curva dose resposta
(figura 1). Nesses graficos observamos um comportamento crescente da curva
(estimulo) em baixas concentracdes ¢ decrescente (inibigdo) em altas concentracdes.
Esse comportamento ¢ observado em diversos organismos expostos a diversas fontes de
estresse. Inclusive, em um trabalho anterior esse comportamento da curva foi observado
na populacdo de Jacarezinho com o mesmo inseticida usado nesse experimento
utilizando estudo de tabela de fertilidade (Guedes et al 2009).

Em um modelo tradicional de avaliagdo dose-resposta, como o logaritmico-
logistico, os dados nessa regido onde ocorreram os incrementos seriam linearizados
através da transformacgao de probit ou seria assumido que nenhuma indugéo de resposta
significativa seria observada nessa faixa de concentragdo e sendo assim a curva seria
sigmoidal e assintotica. Dessa forma, os modelos tradicionais de avaliagdo dose
resposta, ndo sdo satisfatoriamente aplicaveis a esse tipo de comportamento. O modelo
logaritmico-logistico ndo comporta o efeito bifasico da curva dose-resposta e a
lineariza¢do da curva através da transformag@o de probit ndo permite a identificagdo
desse efeito em baixas doses. Alguns modelos para avaliagdo desse tipo de resposta
foram publicados recentemente e aqui testamos dois destes modelos para avaliarmos
com algum critério estatistico a presenga ou nao de hormese nas trés populagoes.
Modelo logaritmico logistico (log-logistico ou regressao logistica)

A toxicidade aguda de um agente de estresse €, geralmente, expressa por um
modelo de dose-resposta log-logistico. Nesse caso, a relagdo entre o nivel de exposicao
ao agente de estresse e a magnitude da resposta ¢ estabelecida pela exposicao do
organismo a varios niveis do agente de estresse. Comumente, bioensaios preliminares
estabelecem o critério para determinagdo dos niveis de exposi¢do que induzem uma
magnitude de resposta maior que 0% e inferior a 100%. As respostas para cada nivel de
exposicdo sdo representadas em um grafico determinando a curva dose-resposta. Em
uma curva dose-resposta bem definida, onde a populagdo apresenta distribuigdo normal
em relacdo a susceptibilidade a um agente de estresse, seu formato ¢ sigmoidal (Figura
2). O grafico estabelecido por um modelo de dose-resposta log-logistico apresenta

segmentos bem definidos ao longo da curva. A interpreta¢do bioldgica de cada um
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desses seguimentos tem aceitacdo universal dentro da toxicologia e farmacologia. Esses
segmentos sao descritos ao longo do texto e ilustrados na Figura 2.

O aumento do niimero de publicagdes envolvendo efeito hormético despertou o
interesse de alguns pesquisadores em estabelecer modelos estatisticos robustos para
analise de dados que envolvem resposta hormética (Brain & Cousens., 1989;
Schabenberger et al., 1999; Cedergreen et al., 2005). Apesar dos esforgos nesse sentido,
nenhum dos modelos estabelecidos at¢ o momento ¢ suficientemente robusto para
analise de dados horméticos. Os modelos disponiveis para analise de dados horméticos
tem como base um modelo de regressdo ndo-linear conhecido como logaritmico-
logistico (do inglés log-logistic model) (Equacdo 5). Esse modelo ¢ amplamente
utilizado em bioensaios que envolvem a relacdo dose-resposta. Graficamente o modelo
representa uma curva com formato sigmoidal e simétrico em torno de um ponto de
inflexdo, onde as respostas sdo restritas entre duas assintotas d e ¢ na equagdo 1,
representadas como a regido entre o segmento Il e IV na figura 2.

A principal limitacdo desse modelo ¢ que ele forca o campo de respostas a ter
um comportamento de aumento ou reducao unimodal. Essa restricdo ndo permite que
um tipo de resposta como a hormética seja detectada ou representada na curva do
modelo log-logistico. Além disso, nesse modelo ndo hd parametro estatistico que
permita avaliar a significancia dos desvios que comumente ocorrem na extremidade da
curva que corresponde as baixas doses. Essa ¢ uma das razdes pelas quais os desvios de
resposta observados em baixas doses foram, frequentemente, desconsiderados por muito
tempo na toxicologia (Calabrese 2001). Uma breve descrigdo dos principios que
norteiam o ajuste de um modelo logaritmico-logistico bem como sua interpretagao e
utilizacdo em ensaios dose-resposta ¢ Util para mostrar a principal razdo pela qual o
modelo ¢ incapaz de medir a distribuicdo de respostas induzidas na faixa de exposi¢ao
conhecida como zona hormética como as encontradas nas curvas dose-resposta das trés

populagdes usadas nesse trabalho.
=c+ d-c 4]
Y = 1+ exp {b[In(x)—In(e)]}

Equagdo 1 : Modelo monotonico logaritmico-logistico (x= dose; y= resposta; d=
resposta ao nivel do controle; c= resposta na dose maxima; e= resposta onde o valor de

d — ¢ é reduzida a 50% (ED50); b= proporcional a inclinagdo da reta em ED50).
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O modelo log-logistico pressupde uma condi¢do de normalidade em relagdo as
distribuicdes de frequéncias de resposta induzidas pela exposi¢ao a determinados niveis
de estresse. Analisando o conjunto da frequéncia de resposta restrito pelo modelo
logaritmico-logistico ¢ possivel verificar que, extrapolando os dados para as
extremidades da curva, as distribui¢des de resposta em doses muito baixas sdo lineares e
a magnitude da resposta aumenta com o incremento do nivel de estresse (Figura 2).

Uma relagdo dose-resposta, para uma populagdo, ¢ uma relagao de tudo ou nada,
ou seja, ha apenas duas possibilidades para a resposta, ou ela ¢ induzida ou ndo ¢
induzida. Considerando o modelo para uma populacdo, se um numero suficiente de
individuos dessa populacao ¢ exposto a uma ampla faixa de doses, espera-se que
pouquissimos individuos sejam representados nas extremidades da curva. Isso porque
em uma populacao suficientemente grande, a distribuicdo da frequéncia das respostas ¢
normal e fundamentada pelo principio bioldgico da variabilidade genética. Nesse caso,
espera-se que poucos individuos respondam a doses mais baixas (individuos
susceptiveis), enquanto para outra pequena parcela, representada pelos individuos
resistentes, somente a exposi¢do a um nivel desproporcionalmente alto do agente de
estresse ird induzir resposta. Por outro lado a maior frequéncia de resposta estara
representada nas doses intermediarias as doses muito baixas e ou muito altas (Figura 2).

Uma segunda manipulagdo do modelo assegura que o campo de respostas fique
restrito as doses intermediarias. No modelo logaritmico-logistico as extremidades da
curva comumente sao negligenciadas através da linearizagdo do modelo mediante a
transformagdo de probit (Hodgson, 2004). Nesse caso somente os niveis de resposta na
regido intermedidria da faixa de exposi¢do sdo incorporados na representagcdo do
modelo dose resposta.

A figura 2 ilustra a representagdo grafica esperada por um modelo logaritmico-
logistico. De acordo com a interpretacdo do modelo, o segmento I representa aquelas
doses que ndo induzem resposta na populagdo, o segmento II representa a regido da
abcissa (doses) que induz efeito apenas nos individuos mais susceptiveis da populagdo,
e o segmento III abrange a faixa de doses que induz resposta na grande maioria dos
individuos da populagdo. No segmento IV somente os individuos tolerantes da
populagdo irdo responder a essa faixa de dose, enquanto no segmento V quase todos os

individuos da populagdo irdo responder a esse nivel de exposigao.
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A figura 2 refere-se a curva sigmoide da figura 2a linearizada através da
transformagdo de probit. Essa transformacao restringe o campo de observagdes a um
intervalo de confianga de 95% e dessa forma exclui qualquer manifestagdo de resposta
nas extremidades da curva. Comumente a regido das abcissas sdao logaritimizadas
enquanto a magnitude da resposta ¢ convertida em unidades de probabilidade (probit) e
nesse caso os segmentos I e V ndo sdo linearizados e dessa forma excluidos do modelo

que representa os bioensaios de dose-resposta.

Magnitude de resposta (%o)

100
50
=
Magnitude de resposta Dose
(Probit) (a)
Intervalo de
50 4 confianga (95 %)
LD50
34 /

¥ Dose (log)
LDO5 b)

Figura 2: Curva dose resposta sigmoide (a); curva dose resposta linearizada através da
transformagao de probit (b); LD0O5= representa a dose que induz 5% de resposta; LD50=
representa a dose que induz 50 % de resposta; LD = dose letal (Hodgson, 2004).
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Modelo de Brain & Cousens

O modelo de Brain & Cousens foi o primeiro a ser reparameterizado a partir da
funcdo monotonica log-logistica. Esse modelo foi aplicado para avaliagdo dos
resultados do bioensaio de dose-resposta nas trés populagdes de Sitophilus zeamais
utilizadas nesse trabalho. A estimativa dos parametros do modelo ¢ apresentada nas
tabelas 1 e 2. O modelo logaritmico-logistico ndo ¢ um modelo adequado para avaliar
hormese e, em funcdo das limitagdes expostas, provavelmente ndo seja um modelo
adequado para avaliagdes dose-resposta. Um modelo adequado para incluir o efeito
hormético deve ser um modelo que incorpore um comportamento bifasico na avaliagdo
dos dados de um bioensaio dose resposta. Isso porque o efeito hormético envolve um
incremento ou redu¢do da magnitude da resposta em baixas doses e a medida que a dose
aumenta o efeito na magnitude da resposta passa a ser oposto ao observado em baixas
doses (Figura 1). Pela magnitude das respostas observadas em baixas doses, suas
implicagdes sdo de importancia relevante (Tabela 1, 2 e 3). Para mitigar as limitagdes do
modelo logaritmico-logistico muitos autores vém sugerindo modifica¢des no sentido de
incorporar o efeito hormético (Brain & Cousens 1989, Cedergreen 2005, Shabenberguer
1999, Belz & Piepho, 2012). O artificio utilizado nesse caso ¢ a adi¢do de uma
componente no modelo logistico (Equagdo 4), essa componente ¢ responsavel por medir
o efeito hormético. Isso torna o modelo logistico um modelo ndo linear e bimodal. Um
dos primeiros esforgos nesse sentido foi o modelo proposto por Brain & Cousens 1989
(Equacao 2).

Uma das limitagdes do modelo de Brain & Cousens ¢ que o valor de ”e* que
corresponde a ED50 precisa ser bem estabelecido (Cedergreen et al., 2005). Para
melhorar a robustez do modelo de Brain & Cousens uma nova reparameterizagao foi
proposta, € com isso o modelo passou a permitir o estabelecimento de um valor

arbitrario para a ED50 (Shabenberger, 1999) (Equagao 5).

d—c+fx
y =c+ T, @=1+2fx2Y 5]
1+ w exp {b|,— ]} d-e

In(e)

Equagdo 3: Reparameterizacdo do modelo logaritmico-logistico, Modelo de
Shabenberger, 1999. (Xx= dose; y= resposta; d= resposta ao nivel do controle; = resposta

na dose maxima; e= dose em que o valor de d — ¢ é reduzida a 50% (ED50); b=
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proporcional a inclinagao da reta em ED50; f=mede a taxa de crescimento do estimulo
em doses proximas a zero).

No modelo de Brain & Cousens o parametro “d” corresponde a resposta ao nivel
do controle, enquanto “c” corresponde a magnitude da resposta na dose infinita. Os
valores de entrada para estimativa desses dois pardmetros, no programa estatistico SAS,
foram respectivamente 100 (resposta ao nivel do controle) e zero (resposta na dose
infinita). Os valores de “b” (inclinagcdo da curva na dose x) e f (taxa de incremento na
dose proxima a zero) foram arbitrariamente determinados (Cedergreen et al., 2005; Belz
& Piepho, 2012).

Em nossos dados, o modelo conseguiu estimar a taxa de incremento do efeito
hormético para a todas as populagdes (f>1) (Tabelas 1 e 2). Embora, um estimulo em
regides de baixas concentracdes tenha sido observado em todas as populagdes (Figura 1)
somente para a populacdo de Jacarezinho os parametros foram significativos com o
modelo de Brain & Cousens (Tabela 1 e 2). De acordo com Shabenberguer essa taxa de
incremento (valor de f) s6 ¢€ significativa para hormese se o intervalo de confianca nao
incluir zero.

Embora o modelo de Brain & Cousens seja um dos principais modelos
reparameterizados para incorporagdo do efeito hormético em curvas dose-resposta. Esse
modelo apresenta algumas desvantagens que o tornam pouco robusto. Uma dessas
desvantagens ¢ relacionada a restrigdo de valores para os parametros “f” e “b”. O
modelo de Brain & Cousens sofre graves distor¢coes para valores de f negativos ou
quando os valores de b sdo menores que um. Essa restricdo torna o modelo pouco
robusto para aplicacdo em dados reais de bioensaios de dose resposta (Cedergreen,
2005).

Modelo de Cedergreen

O modelo de Cedergreen foi reparameterizado a partir do modelo de log-
logistico com o objetivo de eliminar algumas limitacdes do modelo de Brain &
Cousens. Uma dessas limitagcdes ¢ em relagdo ao valor de “b” que ¢ restrito a valores
superiores a 1 e também o valor para “f” que para um melhor ajuste do modelo precisa
ter valor positivo. Uma das primeiras evidéncias da baixa robustez do modelo de Brain
& Cousens foi quando o modelo foi aplicado em 51 curvas dose-resposta com pico em
baixas doses de herbicidas, nesse experimento ndo foram encontradas significancia
quanto a resposta hormética em nenhum dos ensaios. Foi entdo que o modelo sofreu

uma reparameteriza¢do substituindo o fx por f(-1/x") (Equagdo 3) essa substitui¢do
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tornou o modelo mais robusto ao minimizar a restri¢do para os valores de “f’ e “b”. Ao
testar o novo modelo nas mesmas 51 curvas dose-respota foi encontrado significancia
em 69% dessas curvas com o novo modelo (Cedergreen et al., 2005).

Em nossa avaliacdo o modelo foi significativo nas trés populagdes (tabelas 10,
12 e 14). O valor de f que mede a taxa de incremento do efeito hormético também foi
significativo nas trés populacdes, entretanto nas populacdes de Sete Lagoas e Juiz de
fora o intervalo de confianga incluiu o valor zero e isso leva a rejeicdo da ocorréncia do
efeito hormético de acordo com (Shabenberger, 1999).

Em nossos dados podemos observar que o modelo de Cedergreen foi um melhor
estimador para os parametros “c” e “d”. Embora o pardmetro “f’ tenha sido positivo em
todas as populacdes € preciso cautela ao interpretar os dados das populagdes de Juiz de
Fora e Sete Lagoas pelo fato de o intervalo de confianga desse pardmetro incluir o valor
zero (Tabelas 11, 13 e 15).

O modelo de Cedergreen foi mais robusto para analise de nossos dados,
principalmente, pela proximidade dos parametros estimados com aqueles obtidos em
nosso bioensaio. Entretanto o modelo ainda deixa a desejar principalmente pelo fato da
arbitrariedade da escolha do pardmetro a. Outro questionamento a respeito de ambos os
modelos ¢ o fato de ndo considerar a significancia bioldgica do efeito hormético. Todos
os modelos foram apenas numericamente reparameterizados sem considerar qual o
impacto real do efeito hormético, que embora modesto pode ter uma significAncia
bioldgica expressiva. Como os modelos testados foram desenvolvidos para avaliagdo do
efeito de herbicidas em plantas, ¢ possivel que alguns pardmetros ndao tenham o melhor
ajuste quando utilizamos o modelo para outros grupos de organismos. Por exemplo, a
significancia bioldgica em relagdo ao tamanho do pico do efeito hormético, bem como
sua amplitude pode ser bem diferente entre plantas e insetos ou mesmo na inibi¢do
quanto a formac¢ao de tumores mediante exposicao a substancias carcinogénicas.
Conclusao

Os modelos testados nesse trabalho para determinacdo de hormese em curvas
dose resposta representam um grande avango em bioensaios toxicologicos que incluem
o efeito hormético. Esses modelos podem descrever curvas que exibem o efeito
hormético e testar sua significancia. Entretanto, ndo podem determinar diretamente
parametros relevantes tais como a maxima resposta do efeito hormético bem como
valores de DEx. Dessa forma, esses modelos ainda sdo pouco robustos para uma boa

avaliacdo de bioensaio dose resposta. Na utilizacdo desses modelos ¢ muito importante
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que haja uma interpretacdo cuidadosa em relacdo a significancia da resposta hormética.
Além disso, informagdes quantitativas relevantes como os valores de EDx, valores onde
o incremento hormético ¢ maximo, bem como os limites da resposta hormética na curva
dose resposta ndo podem ser determinadas através desses modelos.

Uma das principais dificuldades para identificacdo do efeito hormético ¢ o
incremento modesto que geralmente ¢ observado na curva dose resposta. Um bom
modelo estatistico para avaliacdo de curvas dose-resposta que, envolvem o efeito
hormético, deve ser capaz de avaliar com robustez estatistica e significancia bioldgica
os desvios que ocorrem na regido de baixas dosagens da curva dose resposta. E preciso
salientar que embora os numeros desse incremento sejam pequenos do ponto de vista
estatistico, o impacto biologico pode ndo ser. Por exemplo, em nimeros absolutos
houve um aumento de até 200 insetos na populacdo de Sete Lagoas, embora isso ndo
seja significativo de acordo com os modelos testados aqui esse incremento pode ter
impacto significativo para o manejo de pragas.

Entdo, um modelo que seja capaz de determinar ndo somente a significancia da
resposta hormética, mas também alguns parametros de relevancia da curva dose
resposta seria o ideal para avaliagdo desse tipo de resposta. Isso ¢ importante,
principalmente, para que as discussdes acerca do fendmeno passem de uma simples
discussdo entre presenca e auséncia para um nivel onde assunto possa ser discutido em
termos quantitativos acerca da magnitude da resposta hormética.

Outro fator que chama aten¢do com a aplicagdo do modelo ¢ a ndo significancia
da resposta hormética para a populacao de Juiz de Fora mesmo que os valores maximos
de incremento no ri tenham ficado muito préximos dos valores da populacdo de
Jacarezinho, na populag¢do de Juiz de fora o efeito hormético foi ndo significativo de
acordo com o intervalo de confianga que inclui o valor 0. Embora ndo tenha sido
significativo o impacto desse incremento, ele deve ser muito significativo do ponto de
vista do manejo de pragas. Entdo, esse fator chama a atengdo para a necessidade de
modelos que possam determinar bem o impacto quantitativo do modelo do ponto de
vista da significancia bioldgica do efeito hormético.

Um dos fatores que mais contribui para dificuldade de reconhecer a ocorréncia
do efeito hormético em curvas dose resposta ¢ o modesto estimulo observado (30 —
60%) (Calabrese). Devido a modesta magnitude da resposta, o fendmeno ¢ muito dificil
de ser observado quando os bioensaios utilizam poucas doses. Dessa forma, em futuros

r

estudos para avaliacdo do efeito hormético ¢ muito importante um cuidadoso

27



delineamento experimental. Podemos observar nesse trabalho que ¢ muito importante
que haja um bom numero de doses tanto abaixo quanto acima do limiar conhecido como
Nivel de Nenhum Efeito Adverso Observado. Isso melhora a determinacdo dos
parametros quando utilizamos os modelos testados nesse trabalho. Além disso tem a
vantagem de determinar bem o completo efeito de um agente de estresse tanto em
baixas quanto em altas doses.

A toxicologia tem sido dominada pela énfase em altas doses nas avaliagdes de
toxicidade. Por causa disso, muita informagdo acerca da performance biologica ficou
por muito tempo desconhecidas. Muitas rotas alternativas de grande importancia para os
parametros de historia de vida dos individuos ainda permanecem desconhecidos mesmo
a luz de tanto conhecimento cientifico. Esperamos que esse trabalho assim como outros
citados aqui possam contribuir para o reconhecimento do fenomeno e o estimulo para
busca de um modelo robusto para determinagdo da presenca bem como das medidas

quantitativas do efeito hormético em bioensaios toxicoldgicos.
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Parte 11

Perfil de expressao proteica mediante hormese induzida por
deltametrina em populacdes de caruncho-do-milho Sitophilus

zeamais (Coleoptera: Curculionidae)
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Introducéo

Um agente de estresse altera o estado homeostatico do organismo que reponde
no sentido de restabelecé-lo. No ambiente, existe uma miriade de fontes de estresse
potencialmente letais e a sobrevivéncia e perpetuacdo das espécies dependem da
capacidade de responder ao estresse de forma adaptativamente vantajosa. Quanto maior
o acumulo de um agente de estresse no organismo maior a severidade de danos
fisiologicos que eventualmente ocasiona a morte do individuo devido a incapacidade de
restabelecer seu estado homeostatico. Por outro lado, quando o individuo ¢ exposto a
concentragdes muito baixas de um agente de estresse a interacdo fisiologica do
organismo com esse agente ¢, aparentemente, vantajosa para o individuo e esse estimulo
ou vantagem ¢ definido como hormese (Calabrese, 2008). Sem a existéncia de
mecanismos adaptativos de resposta ao estresse, severo ou moderado, o acumulo de
danos fisioldgicos comprometeria a sobrevivéncia das espécies. Hormese € um tipo de
resposta virtualmente conservada em todos os organismos € seu mecanismo estaria
relacionado a ativagdao de vias adaptativas de resposta ao estresse, razao pela qual ¢
considerada evolutivamente importante (Parsons, 2001; Calabrese & Blain, 2005). Fugir
do perigo ¢ uma das formas de lidar com as condigdes potencialmente letais do
ambiente e, evolutivamente, essa ¢ uma forca direcionadora da mobilidade em diversos
organismos. Alternativamente, a capacidade de alterar os processos fisiologicos para
responder ao estresse deve ter contribuido para que esses organismos permanecessem
ou ocupassem os mais variados nichos. A capacidade de responder adaptativamente aos
baixos niveis de estresse no ambiente deve ter permitido a dispersdo desses organismos
para ambientais com condi¢des adversas mais severas (Parsons, 2001). A resposta
adaptativa aos baixos niveis de estresse ¢ a principal hipdtese que fundamenta a
ocorréncia de hormese (Snow et al., 2005; Mukherjee et al., 2006, Calabrese et al.,
2010). Nessa segunda parte do trabalho procuramos evidéncias de que a exposigdo,
mesmo em baixas doses de fontes de estresse como os inseticidas, induzem altera¢des
fisiologicas que sdo, provavelmente, responsaveis pela resposta bioldgica (efeito
hormético: incremento populacional) observado em caruncho do milho.

Uma relagdo dose-resposta, principal fundamento em bioensaios de toxicidade, ¢
dependente da inequivoca associacdo entre o agente de estresse e o tipo de resposta
biologica observada bem como do nivel de exposicdo com a magnitude de resposta.

Para isto € preciso existir um alvo com o qual o quimico ird interagir e desencadear a
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resposta (Calabrese & Blain, 2005). A magnitude dessa resposta ¢ dependente da
concentragdo do quimico no sitio alvo, essa concentragcdo depende, principalmente, da
dose administrada. Uma forma confiavel de dar respaldo a resposta bioldgica observada
¢ relacionando os eventos moleculares com a magnitude da resposta bioldgica no
organismo. Protedmica ¢ uma boa estratégia para entendermos as mudangas
fisioldgicas que ocorrem mediante o estresse moderado. O proteoma ¢ o conjunto
completo de proteinas expressas por um genoma em um momento fisiologico
especifico, incluindo as isoformas e modificagdes poOs-traducionais ocorridas nas
proteinas ( de-Hoog & Mann, 2004; Newton, et al., 2004).

Uma hipdtese para ocorréncia do efeito hormético ¢ a indugdo de vias
adaptativas de resposta ao estresse quando uma quantidade do agente de estresse
acumula no organismo em quantidade suficiente para provocar um pequeno dano
celular. A ativacdo dessas vias desencadearia uma resposta adaptativa super-
compensatoria que seria responsavel pelo efeito hormético. De acordo com essa
hipdtese, o quimico primeiro causa o dano na célula para em seguida desencadear uma
cascata de respostas que irdo reparar o dano e restabelecer o estado homeostatico
celular. Entretanto, essa resposta seria mais que suficiente para reparar o dano e por isso
resultaria em uma melhora geral para o organismo (Calabrese, 2010).

Outra hipotese ¢ a de que o efeito hormético ¢ diretamente estimulado por
receptores especificos na célula. De acordo com essa hipdtese, na célula existiriam dois
sub-tipos de receptores celulares envolvidos com a resposta ao estresse. Um desses
receptores teria menor afinidade pelo xenobiodtico e seria acionado somente quando o
ambiente celular atingisse uma concentragdo relativamente alta do xenobidtico
(provavelmente receptores envolvidos com indu¢do de mecanismos destoxificativos
envolvendo glutationa transferases, monooxigenases etc.). O outro receptor teria grande
afinidade pelo xenobiotico, que mesmo em baixas concentracdes desencadearia o efeito
hormético observado em curvas dose-resposta (Calabrese, 2008, 2010).
Adicionalmente, doses muito baixas de um quimico podem estimular a produgdo de
mais receptores resultando em um aumento de resposta, geralmente benéfica para o
organismo, enquanto doses muito altas podem inibir a expressdo de receptores
resultando em uma diminui¢do da resposta hormética (Welshons et al., 2003). Para
ambas as hipoteses a seleg¢@o para resisténcia deve contribuir grandemente para o ganho
evolutivo em outros caracteres como maior eficiéncia na forma de lidar com o estresse

moderado. A susceptibilidade a deltametrina, que ¢ diferente entre as populacdes, pode
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ter uma grande contribuicdo para a magnitude da resposta hormética. Sele¢do para
determinadas caracteristica como a resisténcia a inseticida geralmente vem
acompanhada de outras caracteristicas como custo fisiologico que ¢ um efeito
prejudicial dependendo das condigdes do meio. Esse fenomeno € conhecido como efeito
pleiotropico e comumente acompanha o processo evolutivo. A magnitude da resposta
hormética foi maior nas populacdes resistentes. Esta plasticidade diferente entre as
populagdes pode ter sido alcangada devido aos processos pleiotropicos que contribuiram
para melhorar a resposta nao somente em altas doses do inseticida, mas também
mediante exposi¢do ao estresse moderado onde o organismo consegue tirar proveito da
exposic¢do a doses moderadas do inseticida favorecendo sua performance (Carriere, et al
1994; Berticat et al., 2002, 2004; Shi et al., 2004; Guedes et al., 2006).

Embora a resposta hormética seja um fendmeno observado com relativa
frequéncia na literatura os eventos moleculares, particularmente, aqueles envolvidos
com a resposta ao estresse moderado sdo praticamente desconhecidos. Nesse trabalho
observamos que trés populagdes de caruncho-do-milho com desempenhos demograficos
diferentes bem como diferentes niveis de resisténcia a inseticidas apresentam o perfil de
resposta hormética quando expostas a deltametrina.

Essa proposta de trabalho tem como objetivo avaliar a ocorréncia de hormese em
populacoes de Sitophilus zeamais e posteriormente verificar se o perfil de expressido de
proteinas também ¢ alterado mediante exposi¢do a doses horméticas de deltametrina.
Esse trabalho ¢ particularmente interessado em responder a duas perguntas: exposi¢ao a
concentracdes muito baixas do inseticida deltametrina favorece o crescimento
populacional de S. zeamais? Ha evidéncias de alteragdes fisiologicas sugestivas da
existéncia de rotas fisioldgicas alternativas determinantes de parametros de historia de
vida? Acreditamos que a descri¢do do modelo fisiologico do fendmeno permitird, ndo
somente confirma-lo, mas dimensionar sua importancia em um contexto amplo da

ciéncia, desde as agrarias aquelas ligadas ao meio ambiente e saide humana.
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Revisdo
Proteoma

Uma andlise protedmica ¢ dependente de quatro plataformas tecnologicas que
sdo fundamentais para execucao dos protocolos e correta identificacdo de proteinas de
interesse. A primeira compreende o uso de uma metodologia que envolva um
procedimento rapido e simples para separagdao de proteinas em uma mistura complexa.
O segundo demanda que haja um método rapido e sensivel para caracterizagdao
quantitativa. O terceiro depende da existéncia de um extenso banco de dados com
informacdes estruturais inerentes as sequéncias de aminodcidos ou peptideos que
compdem as proteinas. A Ultima plataforma envolve o emprego de programas para
relacionar as informacgdes obtidas experimentalmente com aquelas contidas nos bancos
de dados (Gevaert & Vadekerckhove, 2000). A quatro plataformas podem ser utilizadas
através de duas estratégias a Peptide Mass Fingerprinting (PMF) dependente do
sequenciamento gendmico do organismo e Seqiienciamento de novo dependente de
informagdes sobre caracteristicas estruturais de aminoacidos (Cantu et al., 2008 Zhang
& Reilly 2010). Em uma andlise comparativa, existem vantagens e¢ desvantagens
inerentes as duas técnicas. O que determina a escolha da estratégia a seguir para
identificar proteinas de interesse ¢ o tipo de informacdo disponivel sobre o organismo
em estudo. As estratégias de separacdo e quantificagdo relativa foram utilizadas em
nosso trabalho na busca por evidéncias de alteragdes fisiologicas relacionadas ao efeito
hormético observado em estudos de demografia populacional. A parte final de
identificagdo das proteinas diferencialmente expressas nao foi realizada, entretanto essas
proteinas foram conservadas in gel para futura identificagao.

Protein Mass Fingerprinting (PMF) € um dos principais métodos utilizados para
identificacao de proteinas por espectrometria de massa. A identificacdo de uma proteina
envolve varias etapas que vao desde a correta preparagdo da amostra até a separacao das
proteinas que ¢ comumente realizada através do gel de eletroforese ou cromatografia
liquida. Gel de eletroforese bi-dimensional € o principal método de separagdo utilizado
na técnica PMF. Essa técnica envolve a clivagem de proteinas em regides especificas,
gerando peptideos cuja massa € obtida através de espectrometro de massa, utilizando as
tecnologias MALDI-TOF (sigla do inglés: matrix-assisted laser desorption ionization
time-of-flight) ou ESI-TOF (sigla do inglés: electrospray ionization — time off light).

Para identificacdao das proteinas, utilizam-se programas que relacionam a massa obtida
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experimentalmente com aquelas geradas teoricamente em um banco de dados. A
identificacdo de uma proteina pelo método PMF tem como principal vantagem a
praticidade, a rapidez e o baixo custo. Entretanto, um dos fatores limitantes ¢ que o
método ¢ dependente de uma base de dados que contenha informagdes sobre o completo
genoma do organismo em estudo para permitir a correlagdo dos dados obtidos
experimentalmente com informagdes estruturais de proteinas geradas teoricamente a
partir das informagdes do genoma.

Além disso, € necessaria uma grande quantidade de peptideos para obter
informacao suficiente para identificagdo da proteina o que nem sempre € possivel. A
amostra pode conter mistura de proteinas e pode resultar em nimero insuficiente de
peptideos de cada proteina para correta identificagdo na correlagcao com a base de dados.
Mudangas pods-transcrigdo podem resultar em alteracdo na massa da proteina que nao
estdo previstas na base de dados. Embora o PMF seja um método pratico e
relativamente eficiente, o sucesso para identificar uma proteina por esse método tem
como pré-requisito fundamental a existéncia de informagdes sobre a proteina em um
banco de dados o que nem sempre ¢ possivel. Nesse caso outro método deve ser
empregado para identificar a proteina (Gevaert & Vadekerckhove, 2000; Horn et al.,
2004; Thiede et al., 2005; Padliya & Wood, 2008).

O processo do seqiienciamento de novo envolve a digestdo proteolitica,
dissociacdo do peptideo, analise em espectrometro de massa em tandem e interpretagdo
dos fragmentos resultantes. Nesse processo a sequéncia de aminoacidos de um peptideo
¢ determinada mediante fragmentacdo da proteina e ionizacdo dos peptideos em
espectrometro de massa em tandem. Os peptideos ionizados sdo seletivamente
fragmentados e a razdo massa/carga ¢ medida. Posteriormente a sequencia de
aminodcidos do peptideo ¢ obtida manualmente através da relagdo do seu espectro de
massa com um espectro esperado para sua correspondente sequéncia de aminoacidos.
Seqiienciamento de novo ¢ uma das alternativas para identificagdo de proteinas em
organismos cujo genoma ndo ¢ conhecido, sendo uma de suas principais vantagens.
Esse método ndo depende de informagdes sobre proteinas previamente contidas em um
banco de dados. Entretanto, a execu¢do da metodologia ¢ mais trabalhosa e cara e os
resultados sdo dificeis de serem analisados. A técnica seqiienciamento de novo depende
do conhecimento da massa dos aminoacidos contidos em uma sequéncia peptidica.
Alguns aminoacidos tém massa parecida como a leucina e a isoleucina, isso aumenta as

chances de erro na interpretagdo da sequéncia de aminoacidos nos peptideos. E uma
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técnica importante para expansdo do banco de dados de proteinas de organismos cujo
genoma ainda ndo ¢ conhecido, mas muito dificil de ser analisada o que a torna passivel
de erros (Dancik et al., 1999; Cagney and Emili 2002; Cantu et al., 2008).

Estratégias para identificacdo de spots diferencialmente expressos

Shotgun proteomics evita a modesta eficiéncia de separacdo e pobre
sensibilidade do espectro de massa associado com a andlise de proteinas intactas. A
estratégia shotgum proteomics utiliza fragmentos de peptideos obtidos da digestdao
proteolitica para identificar proteinas de uma amostra através da espectrometria de
massa. Nessa técnica, os pequenos peptideos oriundos de uma mistura sdo utilizados
para obter informacdes qualitativas e quantitativas sobre as proteinas da mistura
original. Essa caracterizacdo pode ser obtida mediante fracionamento através da
cromatografia liquida, para reduzir a complexidade da amostra, e posterior analise em
espectrometro de massa em tandem (MS/MS). O espectro de massa é comparado com as
informagdes obtidas em um banco de dados de proteinas e os peptideos da amostra sdo
identificados. Essa técnica permite identificar e quantificar centenas de proteinas em
uma Unica analise utilizando pequenos peptideos e, comparado com outras técnicas que
utilizam a proteina intacta para caracterizagdo, a estratégia shotgun melhora
consideravelmente o processo de separagdo e a resolugdo do espectro de massa. (Alves
et al.,, 2007; Wienkoop & Weckwerth, 2006; Cox and Phillips, 2007; Fournier et al.,
2007; Hu et al., 2007; Liao et al., 2009).

A analise protedmica feita através da estratégia shotgun proteomics identifica
proteinas a partir de pequenos peptideos gerados pela digestdo proteolitica de uma
mistura de proteinas. Embora seja uma técnica com boa resolugdo para identificagdo em
analises protedmicas, possui algumas restricdes quando a amostra ¢ composta por uma
mistura muito grande de proteinas que prejudicam a qualidade dos resultados em fungado
da complexa mistura de peptideos que ao gerados apods a fragmentagdo. Dessa forma,
um pré-fracionamento dos peptideos contidos na amostra melhora os resultados obtidos
pela estratégia shotgun para identificagdo de proteinas. Esse pré-fracionamento pode ser
feito através da focalizagdo isoelétrica (IEF) que permite obter um refinamento
adicional no processo de identificagdo de proteinas através da separacao de misturas de
peptideos ou proteinas pelo seu ponto isoelétrico, servindo como um filtro adicional
para identificacdo da proteina de interesse (Ros et al., 2002; Michel et al., 2003; Horth
et al., 2006; Krijgsveld et al., 2006; Chenau et al., 2008).
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A focalizacdo isoelétrica ¢ uma técnica eletroforética de alta resolu¢ao que pode
ser aplicada em numa analise protedmica ingell ou offgel. Essa técnica ¢ utilizada para
separar biomoléculas anfoteras através de seu ponto isoelétrico (PI) mediante aplicagdo
de um campo elétrico em um gradiente de pH (Lam et al., 2007). Essa focaliza¢ao
isoelétrica pode ser realizada mediante emprego da técnica da eletroforese off-gel
(OGE). Através dessa técnica peptideos e proteinas podem ser separados de acordo com
seu ponto isoelétrico na propria solugdo. Um modelo off-gel ¢ composto por uma
camara de fluxo com varios compartimentos separados por um gradiente linear de pH,
estrategicamente, constituido por paredes que funcionam como um imobilizador de pH
(IPG) que tampona uma fina camada de solu¢do. Quando uma amostra contendo uma
mistura de proteinas € colocada nessa camara e submetida a um campo elétrico as
proteinas fluem através da camara até serem imobilizadas em um compartimento que
neutraliza sua carga. Isso permite uma alta resolu¢ao no que diz respeito a separacio de
uma mistura de proteinas ou peptideos e tem a grande vantagem de permitir o trabalho
com amostras em pequena escala (Ros et al., 2002).

Em uma estratégia protedmica shotgun a mistura de proteinas contidas em uma
amostra s3o submetidas a digestdo antes de sofrerem alguma forma de fracionamento.
Os peptideos obtidos dessa digestdo podem ser submetidos a um método de separagdo
antes da andlise em espectrometro de massa. Dessa forma, a técnica ¢ baseada em uma
estratégia protedmica multidimensional onde a separacdo dos peptideos em uma
primeira dimensado, pode ser realizada através de técnicas como a cromatografia liquida
(LC) de troca cationica forte (SCX), focalizacdo isoelétrica in-gel, eletroforese por
capilaridade (CE) ou cromatografia liquida de fase reversa (RP-LC) (Essader et al.,
2005; Waller et al., 2008). Algumas dessas técnicas de separa¢do tém o inconveniente
de ser muito trabalhosa para andlises de rotina e de eficiéncia resolutiva passivel de
melhora (Ros et al., 2002; Smith, 2005; Lam et al., 2006; Chenau et al., 2008; Lashanda
et al., 2008; Pan et al., 2009).

A técnica de separacgdo através da focalizacdo offgel ¢ uma alternativa que
substitui, de forma mais eficiente, outras técnicas como as citadas acima na execucao da
primeira dimensdo numa estratégia protedmica bidimensional shotgun (Ros et al., 2002;
Lam et al 2006; Waller et al 2008). Nesse caso, a identificagdo de proteinas em uma
amostra poderia ser feita em duas dimensdes. Numa primeira dimensdo os peptideos
obtidos da digestdo seriam submetidos ao equipamento focalizador offgel para

separacao de acordo com o seu ponto isoelétrico. Em uma segunda dimensao, os
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peptideos sdo coletados e submetidos a um espectrometro para separacao de acordo com
sua massa e posterior cruzamento das informacdes obtidas experimentalmente com
aquelas contidas em um banco de dados para identificacdo da proteina (Waller et al.,
2008).

Em protedmica, a separagdo de proteinas através do gel de eletroforese
bidimensional (gel 2-D) seguida pela espectrometria de massa sdo metodologias muito
utilizadas em quantificacao de proteinas (Wu et al., 2006; Fenselau, 2007). Entretanto, a
resolucao relativamente baixa na separagdo das proteinas através do gel 2-D interfere na
precisdo do processo de separagdo e contribui para elevar o erro experimental nas
analises quantitativas (Fournier, 2007; Zhu et al., 2010). Dessa forma, novas
metodologias utilizando técnicas de separa¢do de misturas complexas como a shotgun
em uma estratégia multidimensional MudPIT (do inglés: multidimensional protein
identification) aliada a modernas técnicas de espectrometria de massa té€m,
alternativamente, sido utilizada como uma ferramenta mais eficiente em relagdo as
técnicas dependentes do gel 2-D (Wolters et al., 2001; Bantscheff et al., 2007;
Delahunty & Yates III, 2007; Jones et al., 2007) (Figura 3).
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Figura 3: Alternativas para anélise protedmica através de técnicas (a) dependente do gel
e (b) ndo dependente de gel (Fournier et al., 2007).

Recentemente t€ém-se empregado uma técnica de alta resolugcdo baseada na teoria
de diluicdo de isétopos estaveis. Essa teoria preconiza que peptideos com is6topos
marcado sdo idénticos a sua contraparte nativa e dessa forma os dois peptideos terdo o
mesmo comportamento durante a cromatografia ou andlise em espectrdmetro de massa.
O espectrometro de massa ¢ capaz de reconhecer a diferenca entre as duas formas de

modo que a quantificagdo ¢ obtida pela diferenga de intensidade dos espectros das
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formas marcadas e ndo marcadas. Nessa técnica o controle ¢ marcado com um isétopo
leve enquanto a amostra ¢ marcada com is6topo pesado. Apds a marcagdo as duas
amostras sdo misturadas e passam por um processo de digestdio. Em seguida os
peptideos sao separados por cromatografia liquida e analisados em espectrometro de
massa (Figura 3). Duas metodologias de quantificacao, através da técnica de marcagdo
de isétopos, muito utilizadas sdo a ICAT (do inglés: isotope-coded affinity tag) e a
1TRAQ (sigla derivada do inglés: isobaric tags for relative and absolut quantification)
(Wu et al., 2006; Kocher et al., 2009). A metodologia ICAT consiste na marcagao
isotopica de residuos de cisteina (Tao & Aebersold, 2003; Fenseslau, 2007; Hekmat et
al., 2008). A metodologia iTRAQ ¢ baseada na introdug¢do de marcadores que se ligam
a grupos amino livres no N terminal de todos os peptideos e nas cadeias laterais internas
com residuos de lisina. Posteriormente, os peptideos marcados em duas amostras sao
identificados em espectrometro de massa pela sobreposi¢ao dos picos que apresentam
relacdo massa/carga distintas em fung¢do do tipo de is6topo ligado, sendo a relagdo entre
a area dos dois picos uma medida quantitativa relativa a expressdo da proteina (Wu et
al., 2006; Hekmat et al., 2008; Kocher et al., 2009).

Embora a estratégia de marcacdo de isétopos represente uma melhora nas
técnicas de quantificacdo, ela ainda apresenta algumas limitagdes relacionadas a
dificuldades operacionais e custos dos reagentes utilizados para marcacdo (Bantscheff et
al., 2007; Wang et al., 2008). Assim, outras metodologias para andlise quantitativa
surgiram como alternativa a utilizagdo das técnicas envolvendo marcagdo isotdpica.
Uma dessas alternativas ¢ a LFQP (sigla derivada do inglés: label-free quantitative
proteomics). Essa técnica separa e identifica milhares de proteinas de uma amostra
biologica complexa onde a abundancia relativa de uma proteina pode ser determinada
pela intensidade ou pela contagem dos picos espectrais (Wang et al., 2008; Zhu et al.,
2010) (Figura 4 e 5). Entre as estratégias para quantificacdo de proteinas em analises
protedmicas a técnica LFQP aparece na literatura como uma técnica emergente e
promissora que vem sendo aperfeicoada para figurar entre as principais estratégias de
quantificagdo em andlises protedmicas (Levin et al., 2007; Xun et al., 2009; Zhang et

al., 2010; Zhu et al., 2010).
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Material e Métodos

Insetos

Trés populacdes de Sitophilus zeamais foram usadas no estudo, sendo uma delas
padrao de susceptibilidade e proveniente do Centro Nacional de Pesquisa de Milho e
Sorgo (EMBRAPA Milho e Sorgo - CNPMS), localizado na cidade de Sete Lagoas —
MG. Esta populagdo ¢ considerada como padrdo de susceptibilidade a inseticidas
piretréides e vem sendo mantida, sem exposicdo a inseticidas, em condicoes de
laboratorio por aproximadamente 20 anos (Guedes et al., 1994; Fragoso et al., 2003;
Ribeiro et al., 2003). As outras duas populagdes sao altamente resistentes a piretroides.
Uma delas, coletada em moinhos de graos na cidade de Juiz de Fora — MG, Brasil, no
inicio de 1999 e estabelecida a partir de 500 individuos, ¢ também resistente ao

malation (Fragoso et al., 2003). A segunda populagdo resistente foi coletada
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originalmente em unidades armazenadoras de semente de milho em Jacarezinho —
Parand, Brasil no final da década de 80 sendo altamente resistentes a DDT e piretroides.
Todas as populacdes vém sendo criadas em graos de milho isentos de inseticidas e
mantidas em condi¢des controladas de temperatura (25 °C £ 2 °C), umidade (70 + 5%) e
fotoperiodo (LD 12:12 h).

Tratamento dos insetos

As amostras de insetos em quantidade suficiente para realizagdo dos bioensaios
de exposi¢ao e posterior extracdo de proteinas foram obtidas mediante replicacdo das
populacdes em graos de milho isentos de residuos de inseticidas. Os insetos das
populacdes de Sete Lagoas, Jacarezinho e¢ Juiz de Fora foram replicados utilizando
aproximadamente dois gramas de insetos para cada 1 kg de milho em seis frascos de
vidro com volume de 1000 mL por populagdo. Insetos ndo-sexados das populagdes de
Sete Lagoas, Jacarezinho e Juiz de Fora foram mantidos em graos de milho
acondicionados em potes de vidro por aproximadamente 30 dias em local de
temperatura e luminosidade controlada. Os insetos foram mantidos nesses frascos em
sala com temperatura controlada 27 °C e fotoperiodo LD 12:12 por um periodo entre 90
e 100 dias dependendo da populacao.

Bioensaio de exposi¢do a concentracdo hormética de deltametrina

Foram utilizados 300g de grdos de milho serdo tratados com a formulagdo
comercial do inseticida piretroéide deltametrina (formulacdo K-obiol 25 CE com 25 g de
deltametrina por litro de formula¢do). As amostras com 1 kg de milho foram tratadas
com a dose que induziu a maior magnitude de estimulo no bioensaio de demografia.
Foram utilizadas trés repetigdes para cada tratamento. Os graos foram acondicionados
em potes de vidro e em cada pote foi colocado 1,5g de insetos, em seguida os potes
foram acondicionados em um ambiente controlado com temperatura de
aproximadamente 27°C e fotoperiodo de 12/12 h. Os insetos foram acondicionados por
4 dias, ap0s o qual foram congelados com nitrogénio liquido e armazenados a -80°C.

O inseticida foi aplicado em um volume de calda de 7 mL/Kg de graos de milho
através de um pulverizador pneumatico com pressdo aproximada do jato de 3 bar. Os
graos foram colocados em uma bandeja pléstica e o jato direcionado manualmente a
uma altura aproximada de 20 cm. Durante a aplicacdo do inseticida os graos foram
cuidadosamente revolvidos com o objetivo de realizar uma aplicacdo uniforme do

inseticida.
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Extracéo de proteinas

Para extragdo das proteinas do caruncho foi utilizado o protocolo descrito por
Shen et al. (2002), com modificagdes (Mesquita et al., 2009). Amostras contendo 1,5 g
de insetos foram pulverizadas em almofariz pré-resfriado com nitrogénio liquido. A
amostra de insetos pulverizada foi ressuspendida e solubilizada por 1 hora a 4 °C em
10mL de tampao de extragdo (Tris HCl pH 7,5 40mM; Sacarose 250 mM; EDTA
10mM; Triton-X-100 1%; DTT 1mM; PMSF 1mM; 2-mercaptoetanol 2%). Essa
amostra foi centrifugada a 6000 g durante 15 minutos a uma temperatura de 4 °C. Apos
a centrifugagdo o sobrenadante foi coletado e para que as proteinas foram precipitadas,
15mL de TCA 10% (acido tri-cloro acético) foram adicionados em cada amostra. Doze
horas apods a adicdo do TCA as amostras foram novamente centrifugadas a 6000 g por
15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado quatro vezes
com 5SmL de acetona gelada ou até a obtengdo de uma amostra bem clara. Entre o
intervalo de cada lavagem com acetona, o precipitado foi ressuspendido mediante
agitacdo no vortex e posteriormente centrifugada por 4 minutos a 6000 g. A ultima
lavagem foi realizada com etanol 80% para remocdo do excesso de acetona. Apos a
lavagem, o precipitado foi desidratado em bomba de vacuo e armazenado a -20 °C.
Posteriormente, o precipitado foi dissolvido em tampao de amostra para gel bi-
dimensional (7M uréia, 2M Tiouréia, 4% CHAPS, 2% IPG-buffer (Amerscham
Biosciences), 80mM DTT) e sonicado trés vezes em gelo com duragdo de 1 minuto por
sonicacao. A concentragdo protéica das amostras foi determinada de acordo como
método de Bradford (1976). Todas as amostras foram armazenadas a -20 °C até
separacao por eletroforese bidimensional.

A andlise de degradacdo de proteinas em gel SDS-PAGE foi realizada de acordo
com Laemmli (1970). As amostras foram desnaturadas a 95 °C por 5 minutos e
aplicadas em gel SDS-PAGE 12% (40 pg de proteinas em cada poco). Os ge¢is foram
corados com Coomassie coloidal.
Eletroforese bi-dimensional

A primeira dimensao ou focalizagdo isoelétrica (IEF) foi realizada em fitas de 24
cm com gradientes de anfolinos com pH 3-11 (GE Healthcare Upsala, Suécia). As fitas
foram reidratadas por 14-20 h em 450 pl de tampao de reidratacao (7M uréia, 2M
Tiouréria, 2% CHAPS, 0,002% azul de bromophenol, 2% IPG-buffer, 0,2% DTT)

contendo 1mg de proteina das amostras.
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A focalizagdo isoelétrica foi realizada em um sistema IPGphor (GE Healthcare
Upsala, Suécia) a 20 °C, corrente maxima de 0,05 mA por tira IPG, etapas 200 V por 1
hora; 500 V por 1 hora; 1000V por 1 hora; 8000 V por 3 horas; 8000 V por 3:45 horas.
As fitas foram equilibradas em duas etapas, 15 minutos em cada etapa, antes de iniciar a
focalizagdo. Para o equilibrio na primeira etapa foi utilizado 1% de DTT e na segunda
etapa 2,5% de iodoacetamida ambos diluidos em solucdo de equilibrio (6M uréia, 30%
glicerol, 2% SDS, 0,002% azul de bromofenol, %0mM Tris-HCL pH 8,8).

A separacdo na segunda etapa foi realizada na cuba PROTEAN DaltSIX (GE
Healthcare Upsala, Suécia) com espacadores de 1,0 mm em gel de poliacrilamida
12,5%. As tiras foram lavadas com o tampao de corrida antes de coloca-la no topo do
gel para remover o excesso da solucdo de equilibrio. Um pedago de papel de filtro
umedecido com 3uL da solugdo de marcadores de peso molecular foi adicionado ao
lado da extremidade acida da tira, o topo do gel foi selado com agarose 0,5%.

A corrida foi inicializada com corrente de 15mA por 30 minutos na primeira
etapa e 40mA por gel durante 6 horas a 12 °C. Para eletroforese bidimensional foram
utilizadas trés repeticdes com o objetivo de confirmar a reprodutibilidade e permitir a
analise estatistica na avaliacdo das imagens.

Visualizacdo das proteinas e anélise das imagens.

As proteinas presentes nos géis bidimensionais foram evidenciadas através da
imersdo por 12 horas em solu¢do 1% de azul de Coomassie R-250 e descorado com
metanol: 4acido acético: agua (40:10:50 v/v) em 3 lavagens de 30 minutos.
Posteriormente os géis foram imersos em solugdo de 4cido acético 5% e deixados por 12
horas até revelacao dos “spots”.

Os géis foram fotodigitalizados no aparelho Image Scanner III (GE-Healthcare,
2004) e as imagens foram calibradas com o software Labscan (GE-Healthcare). A
analise de comparacao entre as imagens foi realizada automaticamente, com intervengao
manual quando necessario, através do software ImageMaster 2D Platinium 7.5 (GE
Healthcare). A comparagdo foi feita entre grupos de uma mesma populagdo expostos e
ndo expostos a concentracdo hormética de deltametrina, considerando trés repetigdes
para cada tratamento. Foram considerados diferencialmente expressos somente os spots
com variacdo de sobreposicao de medidas (Ratio) acima de 1,5 ¢ ANOVA com p <
0,05. Intensidade, volume e saliéncia dos spots foram previamente analisados para

ajuste dos parametros que possibilitasse melhor precisdo na identificacdo e
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quantificagdo dos spots. Apds o estabelecimento de pontos de referéncia, os géis foram
comparados automaticamente. As triplicatas foram analisadas automaticamente.

Na analise o programa localiza, quantifica e faz a correspondéncia entre os spot
nos trés géis de cada triplicata e entre as triplicatas tratadas e nao tratadas. A
quantificagdo relativa de cada spot foi realizada através da normaliza¢do do volume que
¢ posteriormente dividido pelo volume total de todos os spots no gel e multiplicada por
um fator constante de valor 100 produzindo uma porcentagem de volume de cada spot.
Os valores de area, volume, volume normalizado, intensidade normalizada bem como a
locag@o dos valores de ponto isoelétrico e massa molecular da 2* dimensao de todos os
spots (pI e MW tedricos), foram analisados pelo programa que quantificou e identificou

os spots diferencialmente expressos entre os grupos tratados e ndo tratados.

Resultados

Trés populagdes de caruncho do milho foram expostas durante 120 horas em
uma concentragao de deltametrina que induziu um maximo pico na taxa instantanea de
crescimento populacional (ri) de acordo com o bioensaio de dose-resposta. As proteinas
totais de cada populacdo foram extraidas e submetidas a separagdo bidimensional em
gel de eletroforese (Figura e anexos).

O perfil de expressao de proteinas das populagdes de Jacarezinho, Juiz de Fora e
Sete Lagoas foi analisado através das imagens fotodigitalizadas e revelou spots bem
resolvidos e reprodutiveis entre os pontos isoelétrico de 3 a 11 e entre as massas
moleculares de 15 a 100 kDa (Figuras 6, 7 e 8). Foram identificadas 1204 spots de
proteinas bem resolvidos e com correspondéncia (Matches) entre as populagdes tratadas
e ndo tratadas de Jacarezinho, 1253 na populacdo de Juiz de Fora e 885 na populagdo de
Sete Lagoas.

Na populagdo de Jacarezinho foram identificados 37 spots de proteinas
diferencialmente expressas de acordo com a significancia para valores de p < 0,05 pela
ANOVA. Entre os spots diferencialmente expressos, 31 sSpots sofreram alteragdo na
quantidade relativa ap6s o tratamento com inseticida. Foi detectado aumento na
expressao de 23 spots e em pelo menos um desses Spots o aumento foi superior a 1,5
vezes em relagdo ao controle (Figura 6). Por outro lado houve redugdo significativa no
volume de 8 spots. Trés spots de proteinas foram expressas somente na populacdo
tratada enquanto trés outros spots foram completamente inibidos ap6s o tratamento com

deltametrina (Figura 9) (Tabela 16).
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Figura 6: Spots destacados com retangulo indicando perfil de alteracdo na expressdo de
proteinas da populagdo de Jacarezinho, A populagdo controle; B populagcdo exposta a
deltametrina.

Na populagdo de Juiz de Fora foram identificados um total de 16 spots
diferencialmente expressos de acordo com a significancia para valores de p < 0,05 pela
ANOVA. Apos 120 horas de exposicdo a deltametrina, foi observado aumento na
expressao de 12 spots de proteinas ¢ em apenas trés SpPots houve redug¢ao na expressao.
O spot JFT13 revelado no gel do tratamento da populagdo de Juiz de Fora foi detectado

como expressao de nova proteina induzida pelo inseticida (Figura 7) (Tabela 17).
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Figura 7: Spots destacados com retangulo indicando perfil de alteragdo na expressdo de
proteinas da populagdo de Juiz de Fora, C populagdo controle; D populacdo exposta a
deltametrina.

Na populacdo de Sete Lagoas foram identificadas 21 spots de proteinas
diferencialmente expressas de acordo com a significancia para valores de p < 0,05 pela
ANOVA. Apenas dois desses spots tiveram aumento significativo entre a populacdo nao

tratada e tratada. Apds a exposicao a deltametrina, houve redugdo significativa em 11
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spots de proteinas. Nas populagdes tratadas, 20 spots de proteinas foram completamente

inibidos e somente um novo Spot foi induzido nessa populagdo (Tabela 15, Figura 8).
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Figura: 8. Spots destacados com retangulo indicando perfil de alteragdo na expressao de
proteinas da populagdo de Sete Lagoas, E populacdo controle; F populacdao exposta a

deltametrina.
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Figura 9: (G) Imagem tridimensional mostrando a inibi¢do de expressdo apods
tratamento com deltametrina no spot com ID jacb22 (H); Imagem tridimensional

mostrando o aumento de expressao no Spot com ID jacbt2, estatisticas na tabela 16.
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Tabela 15: perfil de expresséo diferencial de spots de proteinas na populagéo de
Sete Lagoas (aumento ou reducao). Valores precedidos de sinal negativo indica
gue houve reducédo no volume do spot; valores positivos indicam aumento no
volume do spot. Valores nas colunas Sete Lagoas (branco e tratado)
representam a razdo matematica da expresséo diferencial. Spot ID representa a
identificacdo do spot no gel.

(slt= presente somente no tratado; slb presente somente no controle).
Correspdndencia 1 = (spot presente, somente, em um dos géis) Correspondéncia
2 = (spot presente nos dois géis)

Sete Lagoas Sete Lagoas

Identificacdo Correspondéncia Anova
Branco Tratado
do spot
slbt33 2 -1,14356 1,14356 0,0492183
slbt19 2 1,54698 -1,54698 0,00732924
slbt23 2 -2,01367 2,01367 0,0332381
slbt10 2 1,11482 -1,11482 7,40E-04
sibt31 2 1,07399 -1,07399 0,0360638
slbt29 2 1,4918 -1,4918 0,0145337
slbt30 2 2,96369 -2,96369 6,41E-05
slbt22 2 1,49313 -1,49313 0,00941729
slbt30 2 1,19597 -1,19597 0,0146882
slbt24 2 1,31072 -1,31072 0,0111432
slbt14 2 1,75209 -1,75209 0,00301561
slbt18 2 1,51433 -1,51433 0,0039079
slb9 1 1,00E+06 1,00E+06 4,26E-04
slb23 1 1,00E+06 1,00E+06 0,003791
slb8 1 1,00E+06 1,00E+06 0,013182
slb25 1 1,00E+06 1,00E+06 0,011872
slb6 1 1,00E+06 1,00E+06 7,98E-06
slb27 1 1,00E+06 1,00E+06 0,012762
slb11 1 1,00E+06 1,00E+06 9,04E-04
slb4 1 1,00E+06 1,00E+06 5,49E-06
slb1 1 1,00E+06 1,00E+06 5,99E-08
slb7 1 1,00E+06 1,00E+06 1,05E-05
slb16 1 1,00E+06 1,00E+06 0,00192
slb20 1 1,00E+06 1,00E+06 0,00736
slb17 1 1,00E+06 1,00E+06 0,06132
slb5 1 1,00E+06 1,00E+06 2,15E-04
slbt15 1 1,00E+06 1,00E+06 0,00381
slb17 1 1,00E+06 1,00E+06 0,002155
slb8 1 1,00E+06 1,00E+06 6,22E-05
slb2 1 1,00E+06 1,00E+06 4,15E-07
slb12 1 1,00E+06 1,00E+06 0,002323
slb13 1 1,00E+06 1,00E+06 0,002916
slb21 1 1,00E+06 1,00E+06 5,53E-07

52



Tabela 16: perfil de expressdo diferencial de spots de proteinas na
populacdo de Jacarezinho (aumento ou reducdo). Valores precedidos
de sinal negativo indica que houve reducdo no volume do spot; valores
positivos indicam aumento no volume do spot. Valores nas colunas
Jacarezinho (branco e tratado) representam a razdo matematica da
expressdo diferencial. (jact= presente somente no tratado; jacb
presente somente no controle.) Correspondéncia 1 = (spot presente,
somente, em um dos géis) Correspondéncia 2 = (spot presente nos dois

géis)

Identificacdo Jacarezinho Jacarezinho

Correspondéncia Anova

do Spot (branco) (Tratado)
jacbt30 2 -1,09475 1,09475  0,028942
jacbt28 2 -1,09185 1,09185 0,025517
jacbt7 2 -1,12852 1,12852 0,011374
jacbt20 2 -1,2148 1,2148  0,010282
jacbt33 2 -1,05747 1,05747 0,035318
jacbt38 2 -0,87427 0,87427  0,546959
jacbtl1 2 -1,03319 1,03319  0,086589
jacbt36 2 -1,19053 1,19053  0,037226
jacbt25 2 -1,22464 1,22464  0,022255
jacbt9 2 -1,36614 1,36614  0,008489
jacbt35 2 -1,13153 1,13153  0,036809
jacbt19 2 1,17119 -1,17119  0,009346
jacbt26 2 -1,14615 1,14615 0,023532
jacbtl5 2 -1,22727 1,22727  0,00452
jacbtl12 2 -1,19904 1,19904  0,026368
jacbtl3 2 -1,44284 1,44284  0,002106
jacbtl6 2 1,16793 -1,16793  0,00466
jacbt29 2 -1,03675 1,03675  0,04876
jacbt27 2 1,12375 -1,12375  0,024228
jacbt31 2 -1,27125 1,27125  0,030195
jacbt39 2 1,18633 -1,18633  0,002461
jacbt24 2 -1,24037 1,24037  0,020624
jacbt10 2 -1,18115 1,18115 0,008733
jacbt14 2 -1,16574 1,16574  0,024159
jacbtl7 2 -1,24088 1,24088  0,00918
jacbt23 2 1,1075 -1,1075  0,020064
jacbt4 2 -1,18823 1,18823  7,70E-04
jacbt37 2 1,13863 -1,13863  0,062351
jacbt5 2 1,85123 -1,85123  0,001028
jacbt2 2 -1,5202 1,5202 0,0078
jacbt7 2 1,76817 -1,76817  0,003085
jact6 1 1,00E+06  1,00E+06 0,001085
jactl8 1 1,00OE+06  1,00E+06 0,009338
jact3 1 1,00E+06  1,00E+06 3,29E-04
jach22 1 1,00E+06 1,00E+06 0,006444
jacb21 1 1,00E+06  1,00E+06  0,00865
jacbl 1 1,00E+06  1,00E+06 2,70E-04
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Tabela 17: perfil de expressdo diferencial de spots de proteinas na
populacdo de Juiz de Fora (aumento ou reducdo). Valores precedidos
de sinal negativo indica que houve reducdo no volume do spot; valores
positivos indicam aumento no volume do spot. Valores nas colunas Juiz
de Fora (branco e tratado) representam a razdo matemaética da
expressdo diferencial. Spot ID representa a identificacéo do spot no gel.
Match Count = identificacdo da proteina pelo programa. Spot ID
identificacdo do spot diferencialmente expresso.

(Siglas: jft= presente somente no tratado)

Match Count 1 = (spot presente, somente, em um dos géis)

Match Count 2 = (spot presente nos dois géis)

|dentificagdo Correspondéncia Juiz de Fora Juizde Fora Anova

do spot Branco Tratado
jfbt12 2 -1,38946 1,38946  0,021273
jfbtl1 2 -1,14211 1,14211  0,019817
jfbt16 2 1,08846 -1,08846  0,040912
jtbt6 2 -1,30798 1,30798  0,021686
jfbtl7 2 -1,2075 1,2075  0,041489
jfbtl 2 1,16021 -1,16021  0,027645
jfbto 2 1,1334 -1,1334  0,012131
jfbt14 2 -1,23493 1,23493  0,037969
jfbtl5 2 -1,18525 1,18525  0,039514
jtbts 2 -1,18235 1,18235  0,005354
jfbt8 2 -1,17184 1,17184  0,01221
jfbt7 2 -1,22305 1,22305  0,01155
jfbt10 2 -1,23985 1,23985  0,016085
jfbt2 2 -1,00478 1,00478  0,147759
jfbt4 2 -1,08702 1,08702  0,070352
jft13 1 1,00E+06  1,00E+06 0,021558
Discussao

Proteinas sdo as principais biomoléculas envolvidas com a reposta ao estresse em
diversos grupos de organismos e as mais conhecidas sdo enzimas do metabolismo
destoxificativo (Muangmoonchai et al., 2001; Goff et al., 2006; King-Jones et al., 2006;
Christen et al., 2009; Martinez-Paz et al., 2012). Organismos expostos a altas
concentracdes de xenobidticos que sao agentes de estresse (ex. pesticidas) por longo
periodo de tempo sofrem alteragdes fisiologicas severas que eventualmente
desencadeiam sua morte. Para mitigar a acdo téxica do agente de estresse, grupos de
enzimas destoxificativas como a glutationa S-transferases, enzimas heme-tioladas
(P450, EC 1.14.14.1) e algumas esterases sofrem aumento na expressdo e

consequentemente na intensidade do metabolismo destoxificativo (Eijl et al., 2007,
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Perez et al.,, 2010; Martinez-Paz et al., 2012). Os mecanismos envolvidos com a
regulacdo da expressdo dessas proteinas sdo bem conhecidos, particularmente, em
situagdes de estresse severo causado por xenobidticos (ex.: pesticidas, carcinogéncos)
que em altas concentragdes induz uma resposta biologica adversa facilmente observada
(Denison & Scott, 2003; Okey, 2007). Entretanto, quando os organismos s3o expostos
em quantidades muito baixas de um xenobiotico, a resposta bioldgica € pouco evidente
no curto prazo e dessa forma, frequentemente negligenciada (Calabrese & Blain, 2005).
Alteragdes no estado homeostatico provocadas pela exposicao a baixas concentragdes
de agentes de estresse sdo frequentemente associadas a uma resposta bioldgica benéfica
para o organismo ou célula. Contudo, o fenomeno foi marginalmente explorado na
toxicologia ao longo de mais de 100 anos desde a primeira observacdo desse tipo de
resposta (Calabrese & Blain, 2005).

Nesse trabalho observamos que houve alteragdo no perfil de expressdo de
proteinas ap6s a exposi¢do a deltametrina nas trés populagdes avaliadas. As populagdes
resistentes de Jacarezinho e Juiz de Fora apresentaram maior nimero de spots de
proteinas com aumento na expressdo apos o tratamento com deltametrina. Por outro
lado na populacdo susceptivel de Sete Lagoas houve diminui¢do na expressdo da
maioria dos spots diferencialmente expressos apds o tratamento com o inseticida. Outra
observacdo interessante ¢ a relacdo entre a magnitude de incremento populacional e o
nimero de Spots com aumento na expressdo (Tabela 15 a 20). A magnitude do
incremento populacional nas populacdes resistentes foi maior do que na populagdo
susceptivel, em torno de 30% nas populagdes resistentes e incremento inferior a 10% na
populacdo susceptivel (Figura). Uma possibilidade para essa marcante diferenca na
magnitude da resposta induzida pela exposi¢do a baixa dose de estresse pode estar
relacionada a plasticidade bioldgica de cada populacdo, nesse caso a populacdo
susceptivel apresenta uma menor plasticidade bioldgica para lidar com o estresse
causado pela exposicao a deltametrina, tanto em doses altas quanto em doses moderadas
(Flood et al., 1983, 1985).

Qualquer tipo de organismo ou célula ¢ virtualmente capaz de emitir uma
resposta fisiologica, dose-dependente, mediante interagdo com um agente de estresse
fisico ou quimico. O resultado dessa interagdo ¢ a manifestacdo de uma resposta
biologica que pode ser estimulatoria ou inibitoria dependendo do tipo de resposta
avaliada e do nivel de exposi¢do do organismo ou célula (Calabrese & Blain, 2005).

Normalmente a exposi¢do moderada a um agente de estresse induz um estimulo ou
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beneficio para o organismo enquanto a exposi¢cdo mais intensa resulta em inibi¢do ou
toxicidade, essa relagdo de estimulo/inibicdo dose-dependente ¢ denominada como
hormese (Mattson, 2008). A representacdo grafica da resposta hormética em um modelo
de curva dose-resposta ¢ sempre do tipo bifasica sendo essa a melhor definicao para o
conceito de hormese (Calabrese & Baldwin, 2002; Mattson, 2008). Além da curva
bifésica, outra caracteristica da hormese ¢ a baixa amplitude de resposta induzida no
organismo sob estresse moderado, geralmente entre 10 e 60% (Calabrese & Blain
2005). Esse modelo ¢ observado em varios sistemas bioldgicos independentemente do
tipo de agente de estresse (radiagdo, calor, pesticida, carcinogénicos) e supostamente ¢
resultado da ativacdo de vias altamente conservadas e evolutivamente relacionadas com
a resposta ao estresse moderado (Parsons 2001).

Em nosso trabalho a magnitude de estimulo da resposta avaliada ficou dentro
daquelas frequentemente observadas em outros organismos. Além disso, um modelo de
curva dose resposta bifasica foi observado nas trés populagdes testadas. A resposta
bioldgica induzida pela exposicdo ao estresse moderado ¢ intrinsicamente relacionada a
um estimulo em algum pardmetro importante para a histéria de vida do organismo (ex.
longevidade, resisténcia, aumento populacional). Ao avaliarmos a taxa de crescimento
populacional verificamos que o inseticida tanto pode inibir quanto estimular o
crescimento populacional em uma maneira dose-dependente. O modo como o agente de
estresse interage com o organismo determina o tipo de mecanismo de resposta que sera
desencadeado (). A capacidade de responder a diversos estimulos do ambiente
pressupdoe o envolvimento de diferentes grupos de enzimas, receptores e fatores de
transcri¢do que sdo dependentes do tipo de estresse ao qual o organismo ¢ exposto (). O
alto grau de conservacdo do modelo de resposta hormética sugere o envolvimento de
mecanismos virtualmente importantes para todos os organismos. Um exemplo disso sdo
as proteinas chaperonas (HSPs), expressas em quase todos os organismos vivos €
envolvidas na mitigacdo do estresse quimico ou fisico (ex.: calor). Além das proteinas
chaperonas, outras biomoléculas importantes para a resposta ao estresse moderado
foram recentemente descobertas refor¢cando a hipdtese de que existem vias alternativas
de resposta ao estresse, evolutivamente importantes para todos os grupos de
organismos.

Embora a fase estimulatoria da curva dose-resposta normalmente esteja
associada a uma vantagem para o organismo ou célula, em um contexto mais amplo

esse estimulo pode resultar em um efeito adverso para outros organismos que interagem
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dentro de um sistema biologico. Em um cenério onde a exposi¢do a baixos niveis de
radiagdo, antibidticos ou pesticidas ¢ associada a proliferacio de células,
microrganismos e pragas agricolas o beneficio ¢ relativo e depende do ponto de vista do
observador. Nesse caso a resposta pode ser adversa para o tratamento de patologias no
individuo e também para o manejo de pragas bem como para o controle de vetores de
doengas em ambientes agricolas ou urbanos (Wang & Cai 2000).

A exposicdo moderada a alguns agentes de estresse de origem sintética ou
biologica resulta na ativagcdo de um tipo de receptor “promiscuo” o aril-hidrocarboneto
(RAh) envolvido com a indugdo da sintese de um grupo de enzimas destoxificativas,
especificamente, enzimas heme-tioladas (P450, EC 1.14.14.1) que mitigam a toxicidade
de diversos agentes de estresse favorecendo a sobrevivéncia do organismo em situacdes
de exposigao a poluentes (). Por outro lado, ha evidéncias de que a ativagao intensa e
intermitente do RAh pelo agente de estresse TCDD (2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-
dioxin) esta associada a uma resposta biologica adversa para o organismo (Bohonowych
& Denison 2007; Okey, 2007).

Hormese ¢ teoricamente explicada pela existéncia de duas vias de resposta ao
estresse, uma de resposta ao estresse moderado que aparentemente ¢ vantajosa em
termos de custo adaptativo e outra envolvida com a resposta ao estresse severo que ¢é
energeticamente custosa e eventualmente acompanhada de desvantagem adaptativa
(Pietsch et al., 2011). A sensibilidade do organismo em responder a diversos fatores de
estresse expressando sempre um mesmo perfil de resposta (curva dose resposta bifasica)
sugere a existéncia de rotas fisiologicas alternativas, associadas as vias adaptativas de

resposta ao estresse e que estdo virtualmente conservadas em todos os organismos().

e timidamente explicadas resposta hormética na maioria dos casos que
envolvem a relagdo dose-resposta em bioensaios toxicologicos a resposta aguda
mediante exposicdo a altas doses sdo amplamente predomintantes a relacdo dose-
resposta ¢ fundamentalmente uma relacdo de obtencdo de respostas mediante exposi¢ao
a altas doses de agentes de estresse foi por muito tempo focada nos efeitos adversos
provocados pela exposicao aguda a altas doses de poluentes. Por causa disso, um grande
volume de informagdo sobre mecanismos envolvidos com a resposta ao efeito adverso
de xenobioticos ¢ facilmente encontrado na literatura. Em func¢do da curta duracao dos
ensaios e por considerar apenas os efeitos adversos como resposta, essa forma de

avaliacdo € muito limitada para obten¢do de informagdes mais completas sobre o efeito
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da exposicdo a substancias téxicas nos organismos. Os métodos tradicionais de
avaliagdo sobre o efeito de xenobidticos em organismos vivos avalia, principalmente, a
mortalidade que comumente € observada acima de um determinado limiar de exposi¢ao
na curva dose-resposta (NOAEL - nivel onde nenhum efeito adverso ¢ observado).
Evidéncias da ocorréncia do efeito estimulatério (hormese) em organismos expostos a
doses sub-letais de xenobiodticos abre um novo campo de estudo na toxicologia. Isso
implica em mudangas na forma como as avaliagdes toxicoldgicas sdo realizadas
permitindo a obtencdo de respostas mais completas sobre o efeito de xenobidticos nos
organismos vivos. Uma das formas de avaliar a ocorréncia desse efeito estimulatorio ¢
através da exposi¢do cronica utilizando doses sub-letais do agente de estresse (ex.:
inseticida) e avaliando o impacto dessa exposi¢do no incremento populacional. A
determinagdo dos mecanismos envolvidos com a expressdao do fendmeno pode trazer
informagdes promissoras sobre o balango entre rotas fisioldgicas alternativas
determinantes de parametros de histéria dos organismos. Recentemente alguns fatores
de transcricdo bem como enzimas foram descritas como sendo relacionadas com vias
adaptativas de resposta ao estresse.

Em nosso trabalho as populagdes resistentes aparentemente lidam melhor com o
estresse severo ou moderado e provavelmente essa caracteristica ¢ decorrente da selecdo
provocada pela historia de vida dessas populagdes. As populacdes resistentes sdo
oriundas de ambientes agricolas e provavelmente essas populagdes conviveram com
periodos de estresse severo e moderado devido aos intervalos entre aplicagdes de
inseticidas. Embora, oriundas de regides diferentes e com histéria de vida distintas
ambas as populagdes apresentam a mesma caracteristica de resposta. Aparentemente,
existem muitas rotas que convergem para uma unica via cujo resultado de sua ativagao
resulta em ganho adaptativo para o individuo. A resposta bioldgica induzida pela
exposicao a baixos niveis de um determinado agente de estresse € quantitativamente
modesta em sua magnitude. Entretanto, organismos expostos ao estresse moderado
provavelmente tem um ganho adaptativo muito maior do que aqueles que evoluem em
ambientes de estresse extremos ou mesmo ausentes de estresse (Parsons, 2001). Embora
modesto, a resposta ao estresse moderado supostamente tem um carater evolutivo muito
importante, pois hd evidéncias de que esse modelo de resposta seja generalizado entre
os diversos tipos de organismos expostos a diferentes fontes de estresse, sugerindo a
existéncia de um mecanismo altamente conservado entre os diversos grupos de

organismos (Pietsch et al., 2011).

58



Em nosso trabalho foi possivel observar vérias alteracdes no perfil de expressao
de proteinas. Nas populagdes resistentes prevaleceu o aumento de expressao (aumento
no volume do spot) enquanto na populagdo susceptivel foi observado reducdo de
expressdo na maioria dos spots diferencialmente expressos (Tabelas 15 a 17). Essa
redugdo pode ser devido a um periodo refratdrio mais prologando nessa populagdo e
consequentemente maior retardo no restabelecimento do estado homeostatico (Zolard &
Diamond, 2009; Calabrese, 2010). Em relagdo ao grande nimero de spots com aumento
ou reducdo do nivel de expressdo, poucos spots foram identificados como expressdo de
novas proteinas nas trés populagdes. A populagdo de Jacarezinho foi a que apresentou o
maior numero de Spots com expressdo de novas proteinas, foram seis spots para
populacdo de jacarezinho, um Spot para populagcdo de Juiz de Fora e nenhum spot na
populacao susceptivel de Sete Lagoas (Tabelas 16 a 17). Essa grande variacgdo reflete a
dificuldade de relacionar os eventos moleculares com as respostas obtidas nas curvas
dose-resposta. Embora as respostas bioldgicas possam ser observadas com relativa
dificuldade, a miriade de eventos moleculares em resposta as variacdes do ambiente
tornam extremamente dificil identificar os eventos mecanisticos envolvidos com a
resposta ao estresse.

Nesse trabalho as proteinas diferencialmente expressas ndo foram identificadas,
entretanto foram conservadas no gel para futura identificacdo principalmente daquelas
com maior magnitude de expressdao bem como aquelas consideradas novas proteinas
expressas. Essa grande variagdio no perfil surpreendeu nossas expectativas
principalmente pela modesta magnitude de resposta e o baixo nivel de exposicdo ao

qual as populagdes foram expostas.
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Concluséo

A variagdo no perfil de expressdo de proteinas entre populagdes reflete a
dificuldade para compreensdo dos mecanismos envolvidos com o efeito hormético. A
exposi¢cdo mesmo a doses moderadas de estressse induziu muitas alteragdes no perfil de
expressdo de proteinas. Em uma proxima etapa a identificagdo das proteinas
diferencialmente expressas seria de grande importancia para verificarmos se grupos de
proteinas comuns entre as populacdes sdao afetados. Além de apresentar maior
magnitude no incremento populacional, em doses moderadas de deltametrina, as
populagdes resistentes apresentam maior alteragdo no perfil de expressdo de proteinas e

esse comportamento parece ser dependente dos parametros de histéria de vida.
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