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Resumo

O mosquito Aedes aegypti € vetor da dengue e da febre amarela. Nos Gltimos anos a
dengue no Brasil e principalmente no estado do Rio de Janeiro tem atingido indices
epidemioldgicos alarmantes com milhares de pessoas infectas e muitos Obitos. Neste
sentido, novos métodos de controle do vetor sdo necessarios e podem ser atingidos por
uma melhor compreenséo do ciclo de vida desse inseto. A literatura mostra que a
enzima Triose Fosfato Isomerase (TIM) tem sido usada como alvo para
desenvovimento de drogas antiparasitarias, como em: Carrapatos Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, Plasmodium falsiparum, Entamoeba Histolytica e Trypanosoma
cruzi. Neste trabalho realizamos a clonagem dessa enzima, confirmada através do
sequenciamento, construcdo de um modelo tridimensional baseado na modelagem por
homologia de sequéncias, medicao da atividade especifica da enzima em todo o ciclo de
vida do mosquito A. Aegypti, onde observamos maior atividade enzimética na fase
larval, sendo assim o principal alvo para o controle da populacdo do mosquito. A TIM
é uma enzima da via glicolitica que cataliza a interconversédo de gliceraldeido-3-fosfato
a dihidroxiacetona-fosfato, sendo uma ezima evolutivamente conservada em todos 0s
organimos, como mostrado pelo nosso experimento de alinhamento de sequéncias de
nucleotideos e aminoécidos. A comparacdo entre as sequéncias de aminoacidos da TIM
do mosquito Aedes aegypti (AeTIM) e TIM de H. sapiens mostrou que 0s residuos 66,
127 e 217 sdo comuns as duas enzimas. Entretanto, as cisteinas 7, 25, 43 e 143 séo
exclusivos da AeTIM. Os nossos resultados de modelagem molecular mostram que a
cisteina 143 esta em uma regido de facil acesso estrutural a moléculas de baixo peso
molecular. Desta forma, a cisteina 143 torna-se um bom alvo para desenvolvimento de
inibidores seletivos da TIM do mosquito transmissor da dengue.

Também realizamos testes com trés compostos contra a larva do mosquito e obtivemos
relevantes resultados.Os compostos testados foram : 3-Bromo-Piruvato, Metilmetano
tiosulfanato (MMTS) e Acido 5,5 -ditio-bis2-nitrobenzoico (DTNB).

Acreditamos que o conjunto dos dados deste estudo propocionara informacdes
importantes sobre a possibilidade de inibicdo seletiva de enzimas homdlogas em

ectoparasitos transmissores de doengas como 0 mosquito Aedes aegypti.



1-Introducéo

Mosquitos sd@o animais do filo Arthropoda, sub-filo Hexapoda, classe Insecta,
ordem Diptera, subordem Nematocera e familia Culicidae. A familia Culicidae possui 3
subfamilias: Anophelinae, Culicinae e Toxorhynchitinae. Espécies das subfamilias
Anophelinae e Culicinae sdo de grande interesse para 0 homem, uma vez que suas
formas adultas sdo hematofagas e, em virtude dessa caracteristica, podem transmitir
diversas doencas. Mais de um século apds a descoberta do papel de mosquitos como
vetores de doencas, a humanidade ainda é severamente molestada por doencas
transmitidas por eles, como a febre amarela, dengue, maléria, dentre outras (Leite,
2011).

Dengue é um dos mais graves problemas de salde publica da atualidade. Nos
ultimos anos a situacéo no Brasil e particularmente no estado do Rio de Janeiro chegou
a um ponto alarmante, com milhares de pessoas infectadas com virus e muitos 6bitos.
(Clarke, 2002).

O mosquito Aedes aegypti, vetor da febre amarela e da dengue, encontrou no
Brasil as condi¢cGes ambientais favoraveis a sua expansdo. Um dos maiores problemas
que envolvem a transmissdo da dengue é a resisténcia dos ovos do Aedes aegypti a
dessecacdo. Eles sdo capazes de sobreviverem, em dorméncia, durante meses em locais

secos, até que encontrem as condicdes favoraveis para eclodirem (Tauil, 2010).

1.1 Epidemiologia

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que entre 50 e 100 milhGes de
pessoas se infectem anualmente, em mais de 100 paises, de todos 0s continentes, exceto
a Europa. Cerca de 550 mil doentes necessitam de hospitalizacdo e 20 mil morrem em
conseqiiéncia da dengue (MS, abril 2008).

Devido ao crescente nimero de casos notificados da doencga, faz com que aumente
a preocupacéo das autoridades de saude perante a sociedade, principalmente devido as
dificuldades enfrentadas para o controle das epidemias produzidas por esse virus e pela
necessidade de ampliacdo da capacidade instalada dos servigcos de saude para



atendimento aos individuos acometidos com formas graves, em especial a FHD.
(Barreto, 2008).
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Figura 01: Area em risco de Dengue em nivel Global. Fonte:

HTTP://gamapserver.who.int/maplibrary/filse/maps/world_Denguetransmission_Extension_200

7.png.

1.2 Dengue no Brasil

Acredita-se que o principal vetor da dengue, o mosquito Aedes aegypti tenha

alcancado o territdrio Brasileiro através de navios negreiros no século Xl (MS, 2010).

Mas os primeiros relatos da doenca datam o final do século XIX, na cidade de
Curitiba, e no inicio do seculo XX, na cidade de Niter6i. Porém, no inicio do século
XX, a preocupacdo que se tinha com o mosquito, era devido a transmissdo da febre
amarela e ndo da Dengue, pois nesta época 0s agravos gque a dengue poderia causar ndo

eram muito bem conhecidos (site Fiocruz).

Ja na metade do século XX, ano de 1950, o Brasil consegue erradicar 0 mosquito
Aedes aegypti do seu territorio, como resultado de medidas para controle da febre
amarela. Mas, devido ao ndo cumprimento das medidas de prevencdo, deu-se uma

reintroducéo do vetor. (MS,2002).



Nos anos de 1981 e 1982, na cidade de Roraima, ocorreram 0S primeiros casos da
doenga documentada clinica e laboratorialmente. (MS, 2002). J4 a primeira grande
epidemia aconteceu em 1986 na cidade do Rio de Janeiro e no ano de 2002, deu-se uma
nova incidéncia da doenca, tendo quase 700.000 casos notificados em todo Pais. (Brasil.
Ministério da Saude. 2010).

O mosquito Aedes aegypti pode ser encontrado nos 26 estados brasileiros e no
Distrito Federal, apresentando diferentes taxas de infestacdo, conforme pode ser

observado na imagem abaixo (Braga; 2007).

Figura 02: Distribuicdo do Aedes aegypti. Brasil, 2006 Fonte: Ima
Aparecida Braga; 2007.

Analisando somente o Estado do Rio de Janeiro no periodo de 1996 a 2007, nota-se
um crescimento no nimero de casos até o ano de 2002, e a partir desta data ha um
decaimento, voltando a subir no ano de 2007, conforme representado pela figura 03.
(Secretaria Municipal de Satde do Estado do Rio de Janeiro, 2012).



EVOLUCAO DOS CASOS DE DENGUE ENTRE 1996 E 2007

TOTAL DE CASOS DE DENGUE NO PERIODO 239.829
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Figura 03: Casos de Dengue no Rio de Janeiro no periodo entre 1996 a 2007.

Fonte: Secretaria Municipal de Saude do Rio de Janeiro.

A cidade de Macaé enfrenta atualmente grande problema com a dengue. Séo
milhares de casos notificados anualmente, colocando a doenga como um dos principais
problemas de saude publica do municipio. Entre o ano de 2007 a 2011 foram mais de
10000 casos notificados na cidade, ficando somente atrds de diarréia (Secretaria de
Estado de Saude, 2014).

Acredita-se que 0 municipio apresente varios criadouros do principal vetor da doenga
no Brasil, o mosquito Aedes aegytpi, como: caixas d’aguas destampadas e pneus ao
relento, contribuindo para o alto indice de infestacdo da doenca a cidade (Secretaria de
Estado de Saude, 2014).



Tabela 40 - Notificacdo de agravos no periodo de 2007 a 2011

Agravos notificados ‘ 2007 | 2008 ‘ 2009 ‘ 2010 ‘ 2011
Total 5622 4996 6140 6363 3078
Diarraia (nao & de notificagéo, desde 2011) 2519 2897 3808 2255 o}
Dengue 1 840 748 B804 2075 953
Wiolencia domestica, sexual e outras o] 75 282 488 561
Waricela 120 290 123 433 186
Atendimento anti-rabico 185 100 284 244 154
Condiloma acuminado 196 166 112 110 113
Acidente de trabalho simples 0 v} 20 148 322
Tuberculose 102 123 133 113 99
Sindrome do commento cervical 243 63 43 92 43
Hepatites virais 64 126 63 33 65
AIDS 42 108 G5 90 80
Sindrome do corrimento uretral 71 83 49 43 61
A_{:lqen:e trabalho com exposigac matenal 25 52 40 32 40
biclégico
Influepz@ humana por novo subtipo o 0 184 3 1
pandémico
Sifilis adquirida 36 1 9 15 91
Intoxicagio exogena 0 L 24 4 129
Hanseniase 18 15 19 21 21
Herpes genital 34 16 9 15 27
Meningite 23 22 14 22 8
Sindrome da Ulcera genital 26 19 T 14 10
Sifilis em gestante 22 15 8 7 22
Esquistossomose 5 5 23 12 14
Gestante HIV+ 14 12 5 13 ih
Doengas exantematicas 23 12 5 1 4
Malaria <] 5 2 21 10
Crianga exposta ao HIV 4] 3 1 22 17
Sifilis congénita 12 10 3 5 7
Acidente de trabalho grave 4 el 6 4 Al
Anemia falciforme 0 0 0 21 4
Parotidite epidémica 4 G 5 3 4
Leptospirose 3 4 4 2 0
Coqueluche 0 4 o] 0 3
Acidente por animais pegonhentos 0 4 3 0 0
Leishmaniose tegumentar americana 1 0 1 2 3
Febre maculosa 1 3 0 0 1
Doenga de Chagas aguda 1 3 0 0 o}
Eventos adversos pos vacinais 1 2 4] 0 4]
Doenga de Creutzfeldt-Jacob 0 0 1 0 o]
LER DORT 1 0 0 0 0
Rotavirus o] 0 0 0 1
Tetano acidental 4] 0 1 0 o}
Rotavirus 4] 0 0 0 1
Toxoplasmose 0 0 0 0 1

a
@

Fonte: Relatdric de Gestao 2009/11 - Secretaria Municipal de Sai

Figura 04: Notificacdo de Agravos no periodo de 2007 a 2011 na cidade de

Macaé. Fonte: Secretaria Municipal de Saude.

A situacdo parece ter chegado a este ponto por diversas razdes, dentre as quais o
fato do vetor, 0 mosquito A. aegypti, ser um inseto de habitos domiciliares, cujas fémeas
se alimentam preferencialmente de sangue humano; a presenga de grandes
aglomeragOes populacionais nos centros urbanos; o aumento do movimento de pessoas
entre diversos locais do planeta, através de meios modernos de transporte (Clarke, 2002)

e também devido aos métodos de controle utilizados ndo serem eficazes.

1.3 - Ciclo de Transmissao




Primeiramente, 0 mosquito Aedes aegypti ou Aedes albopicus adulto, sem
apresentar o virus da dengue, pica uma pessoa infectada pelo virus. Logo apo6s o
primeiro contato do mosquito sadio com o virus, o0 mesmo multiplica-se no intestino
médio do mosquito e posteriormente infecta outros tecidos chegando as glandulas
salivares. Quando uma pessoa sadia, sem apresentar o virus da dengue é picada por um
mosquito infectado com o virus, inicia-se o ciclo de replicacdo viral nas células
estriadas lisas, fibroblastos e linfonodos locais, e posteriormente o virus é disseminado
para todo o organismo do individuo (McBride, 2000). Porém, os sintomas, como: febre,
dor de cabeca e mal-estar surgem depois de um periodo de incubacdo, o qual pode
variar de 2 a 10 dias. Nao existe o perigo de uma pessoa infectada pelo virus da dengue

transmitir para outra pessoa diretamente (Ministério da Saude, 2010).

Mosquito Infectado

I | Ciclo de @
Transmissao

Pessoa Doent:
el da Dengue Pesson Saudive!

4

Figura 05: Ciclo de Transmissdo da Dengue. Fonte:
http://www.laboratoriobiolider.com.br/dengue.html

1.4 Mosquitos Vetores




A Dengue pode ser transmitida por dois mosquitos: Aedes aegypti e Aedes albopicus.

O mosquito Aedes aegypti € originario da Africa subsaariana, onde se domesticou e
se adaptou ao ambiente criado pelo homem, tornando-se antropofilico (artrépode que
prefere alimentar-se em humano). (Rodhain & Rosen, 1997). Acredita-se que ele tenha
sido introduzido na América na época da coloniza¢do, por meio das embarcagdes
provenientes daquele continente, sendo considerado hoje o principal vetor da doenca no
Brasil. (BARRETO, TEIXEIRA, 2008; RIGAU-PEREZ et al, 1999). E um mosquito
diurno, de coloracgéo preta, com listras e manchas brancas, adaptado ao ambiente urbano
(TAVEIRA et al., 2001).

Figura 06: Mosquito Aedes aegypti. Fonte: Ministério da Salde

Ja o Aedes albopicus é uma espécie oriunda das selvas asiaticas e até recentemente
era restrito aquele continente. (IBANEZ-BERNAL, S. et AL,1997) Pouco menos de

quinze anos atrés, dissemina-se para as Américas. (Rodhain F, Rosen, 1997).



1.5 — Virus da Dengue

O virus da Dengue pertence ao grupo das arboviroses, género Flavivirus e a familia
Flaviviridae. E um virus RNA, de filamento Unico, envelopado e que possui quatro
sorotipos: DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4 (Westaway EG, Blok J. 1997), conforme

representado na figura abaixo.

O VIRUS DA DENGUE

Modelo esquematico

dimer E dimer
: 2

M

Nucleocapsid

Fields et al., 1996

Figura 07: Esquema do Virus da Dengue. Fonte: Fields et AL,1996.

Apbs o termino da Doenca, o individuo infectado fica resistente aos outros sorotipos
do virus da Dengue durante uma semana, porém, ao término deste periodo a pessoa
volta a ficar vulneravel aos outros sorotipos. Assim, diz-se que a prote¢do cruzada entre

as quatro formas do virus € transitoria (site Fiocruz).

Ao longo dos anos, podemos perceber que o sorotipo predominante do virus da
dengue sofreu diversas alteracBes no territério Brasileiro devido ao movimento de
pessoas em diferentes regides do planeta. Nos anos de 2002 a 2006, o sorotipo que
predominou na grande maioria dos estados era o Sorotipo 3. (Ministério da Saude,
2010. J& nos anos entre 2007 e 2009, notou-se uma modificagdo, do Sorotipo 3 para o 2.
No final do ano de 2009, o predominante era 0 1 e no ano 2010, o sorotipo 4 aparece em

nosso territorio. (Ministério do Brasil, 2010).



Devido a estas diversas mudancas de sorotipo do virus da dengue, fez com que

diversas epidemias ocorressem no Brasil. (Silva, M, 2011).

1.6 — Ciclo Biologico

O Ciclo de Vida do Mosquito é divido em duas fases, as quais sdo: Fase aquatica
e terrestre. A Fase aquatica compreende: ovo, larva (L1, L2, L3 e L4) e pupa. J& a Fase
terrestre € 0 mosquito adulto, o qual transmite a doenca. Em condi¢fes adequadas de
temperatura e umidade, o tempo previsto para o desenvolvimento do mosquito adulto, é
em torno de 10 dias (Ministério da Saude, 2001).

Figura 08: Ciclo de vida Aedes aegypti Fonte: 10C.fiocruz

Os ovos sdo depositados pelas fémeas, fora da agua, mais préximos da
superficie, ficando aderidos a superficies dos recipientes. (GILLETT, 1961). O periodo
para o0 desenvolvimento embrionario dura, em condigdes favoraveis de umidade e
temperatura, de dois a trés dias. (Forattini, 1962). No momento da postura 0s ovos sao
brancos, mas, rapidamente, adquire a cor negra brilhante, em consequéncia do contato

com o oxigénio (Secretaria do Estado de Goias, 2010).



10

Apds completo desenvolvimento embrionario, 0s ovos sdo capazes de resistir a
um longo periodo (maximo de um ano), sem contato com agua (GOMES, 2006),
conhecido como periodo de dorméncia ou diapausa. De acordo com (Marquardt et al,
2005; Tauber et al, 1986; Danks, 1987) esta caracteristica € uma adaptacéo fisiologica
de diversos insetos onde certos processos reprodutivos e comportamentais sao alterados

com o intuito de permitir a sobrevivéncia do organismo sob condic¢des adversas.

A quantidade de ovos postos por fémea/ciclo gonadotréfico, em média véo de 32
até 90 ovos (ALMEIDA, 2003; BRIEGEL, 1990; CANYON et al., 1999).

FRENTE LADD FRENTE LADD

Agdes (Slegsmyig) prayeti (Linneeus) Asdes (Stegemyg) glbsaiciuy (Shene)

Figura 09: Fase de Ovo. Fonte: pbh

J& a fase larval é um periodo de alimentagéo e crescimento. (ARAGAO et al.,
2005), e é subdividida em quatro estagios de desenvolvimento (L1, L2, L3 e L4) e
sua duracdo gira em torno de 5 a 7 dias dependendo da temperatura, alimentos e
quantidade de larvas no criadouro. (TINKER, 1976). As larvas alimentam-se de
detritos organicos, bactérias, fungos, racdo presente na dgua e sdo providas de grande
mobilidade. (Funasa, 2011).

A fase de pupa normalmente tem duracdo de dois dias e € a fase onde ndo ocorre

alimentac&o. E a fase de transicdo do estagio larval para o adulto. (Funasa,2001).

E a fase adulta é a fase reprodutora do inseto e a responsavel pela transmissao da
doencga. O tempo de vida desta fase gira em torno de 30 dias. (GADELHA, 1985).

1.7 — Formas de Apresentacdo
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Ao contrair o virus da dengue, o individuo pode vir a manifestar dois tipos de
quadros clinicos: dengue classica e hemorragica (Secretaria de Saude, Parand).

Os principais sintomas manifestados pelos individuos com dengue classica sao: febre
alta (39° a 40°C), cefaleia, mialgia, dor retroorbital, vémitos (Secretaria de Vigilancia
em Saude /MS).

Ja a dengue hemorragica, é uma forma mais grave da doenga. Inicialmente, apresenta
0S mesmos sintomas da dengue classica, porém no terceiro ou quarto dia de evolugédo da
doenca, da-se o aparecimento de manifestaces hemorragicas e colapso circulatério em

virtude do sangramento de pequenos vasos na pele. (Funasa,2002).

A infeccdo aguda por dengue pode gerar duas respostas imunoldgicas: primaria e
secundaria. A resposta primaria acontece em pessoas que nunca tiveram contato com o
flavivirus e a quantidade de anticorpos eleva-se lentamente. Ja a resposta secundaria,
da-se em pessoas que ja tiveram contato anterior com o virus da Dengue, e titulo de

anticorpos se eleva rapidamente em niveis bastante altos. (Couto, 2004, UFRRJ).

1.8 — Tratamento

Nos dias de hoje ainda ndo € possivel encontrar um tratamento especifico para
dengue no Mercado, apenas medicamentos que aliviam os sintomas. A Organizagdo
Mundial da Salde recomenda que pessoas com suspeitadas de Dengue, procurem
imediatamente um posto de saude, realizando a ingestdo de muito liquido, como: agua,
sucos, soros, chas, soros caseiros, e nao facam o uso de medicamentos a base de acido
acetil salicilico e antiinflamatorios, como aspirina e AAS, pois podem aumentar 0 risco
de hemorragias. (Ministério da Saude, 2010). Os sintomas podem ser tratados com

dipirona ou paracetamol.
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O

Figura 10: Formula Estrutura Acetilsalicilico. Fonte: Oswaldo Cruz

1.9 — Forma de Prevencdo

Atualmente, ndo existe uma forma 100 % eficaz para a prevencdo ao virus da
Dengue. Os métodos utilizados tém como foco agir sobre o vetor da doenca (Aedes
aegypti e albopictus), seja com inseticidas ou com a eliminacdo dos criadouros — agua
parada. Porém, diversas vacinas estdo em fase de estudo no pais e no mundo (Combate
a dengue, 2010), com o intuito de diminuirem os nimeros de casos da doenga, por

serem mais eficazes.

Um dos principais estudos sobre esta técnica de prevencao € o realizado no Instituto
Butantan, em S&o Paulo. A Vacina hoje em desenvolvimento pelo Instituto utiliza a
técnica de Engenharia Genética, colocando o material genético do virus da dengue em
outro organismo, como o virus da febre amarela. (Instituto Butantan), buscando a sua

atenuacao.

Como sabemos, a dengue tem quatro sorotipos diferentes que provocam 0s mesmos
sintomas. Para que uma vacina para a doenca seja considerada eficaz, € necessario que a
mesma consiga combater os quatros diferentes sorotipos do virus. Assim, nesta
pesquisa, 0s pesquisadores trabalnam com este objetivo, que a vacina seja capaz de
combater todos os sorotipos existentes. Porém, cada sorotipo € trabalhado
separadamente, e no final do processo, apés inibidos, serdo colocados em uma Unica

vacina (Instituto Butantan).
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A vacina em teste sera composta por trés doses, as quais devem ser aplicadas em
intervalos de seis meses uma da outra (site Fiocruz). Espera-se que ap6s a imunizagéo, o
sistema imune do individuo seja capaz de produz células de defesa, logo impedindo a

infeccdo.

1.10 — Controle de Vetores

A tentativa de combate a diversos insetos e artropodes é uma pratica antiga, tendo os
primeiros registros ha mais de 2000 anos na China. Porém foi no final do século XI1X

que esta préatica ganhou forca. (Femusa, 2011).

Nos dias de hoje, muitas doengas ja contam com vacinas eficazes, caso da febre
amarela ou com medicamentos, caso da malaria. Porém, a busca de novos compostos

para inibir diversas doencas € imprescindivel (Rodhain F, Rosen,1997).

Basicamente, existem trés formas de controle de vetores de doencas, 0s quais sao:

fisico, quimico e bioldgico.

1.10.1 - Controle Quimico

O Controle Quimico é uma das praticas mais utilizadas para o controle de vetores de
diversas doencas, seja com a utilizacdo de inseticidas organicos ou inorganicos. (Rose,
2001).

Um dos primeiros inseticidas utilizados é o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), um
organoclorado inventado nos anos 40, durante a Segunda Guerra Mundial (Rozendaal,
1997). A partir do desenvolvimento deste produto, varios outros compostos organicos
foram langados no mercado, como os derivados dos grupos organofosforados,
carbamatos ou piretroides.( Rose, 2001). Todos estes compostos atuam no mesmo local,
interferindo no Sistema Nervoso Central dos insetos (Mellon, 1984).

A principal vantagem deste produto é a sua acdo ser rapida, porém apresenta
algumas desvantagens, como toxidade aos mamiferos e ao meio ambiente e desenvolve

a resisténcia a determinados vetores de doengas (Barreto, 2005).
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Figurall: Forma Estrutural do dicloro-difenil-tricloroetano (DDT).

O Organofosforado temefos foi o larvicida mais utilizado no Brasil para controle do
Mosquito Aedes aegypti por mais de 30 anos. (BARRETO, 2005). Devido ao seu uso
indiscriminado, diversos casos de resisténcia comecaram a surgir e seu uso foi
suspenso, pois ndo tinha mais efeito contra 0 mosquito vetor. (Andrade & Modolo 1991;
Campos & Andrade 2001; Polanczyk et al. 2003; Braga et al. 2004; Carvalho et al.
2004; Luna et al., 2004).

S S

1] 1]
CH;0-P-0 S O-P-OCH;

OCH; OCH;

Figura 12: Formula Estrutural temephos.

1.10.2 - Controle Bioléqico

Com o intuito de diminuir a resisténcia e toxicidade aos mamiferos devido ao uso
indiscriminado de substancias quimicas, como DDT, temefos, novos métodos de

controle estdo sendo estudados.
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Uma das alternativas propostas € a utilizacdo de fungos entomopatogénicos para
o0 controle dos vetores da dengue. O grande foco do estudo destes fungos para o controle
de diversos vetores de doencas, é que 0s mesmos além de causarem diminuicdo da
populacdo de vetores, os mosquitos infectados com os fungos nédo transmitem a doenca

na mesma taxa que 0os mosquitos nédo infectados (Thomas e Read, 2007).

O Fungo Metarhizium anisopliae consegue penetrar nos insetos através da
cuticula. No interior do inseto, produz algumas hifas que proliferam e consomem 0s

tecidos dos 6rgdos internos do inseto. (Cole, 2003).

E diversos estudos mostram que incubando larvas do mosquito Aedes aegypti na
presenca de diferentes cepas de fungos Metarhizium anisopliae, a taxa de mortalidade
variou de 6 a 90% (GOMES, 2009), mostrando que podem agir tanto no mosquito

adulto quanto na larva.

Outra maneira de combater o vetor da dengue que esta sendo difundido nos dias de
hoje, € a utilizacdo de Bacillus thuringiensis e Bacillus sphaericus, as quais possuem
grande propriedade larvicidas e sdo capazes de produzirem endotoxinas proteicas, as
quais quando ingeridas pelas larvas do Mosquito, destroem o epitélio do intestino

médio, levando-as a morte (Neto & Oliveira, 1985).

1.10.3 - Controle Fisico

Ja o Controle Fisico consiste no aumento da temperatura da dgua de reservatorios,

assim matando ovos e larvas em poucos minutos. (Donalisio, Maria, 2002).

1.11 — Resisténcia dos Inseticidas presentes no Mercado

Os Inseticidas sdo substancias utilizadas em diversas areas, como: agricultura,
Devido ao uso errbneo e continuo destes produtos, faz com que ocorra o surgimento de
populagdes resistentes e gerando problemas para o controle de vetores. (Rose, 2001).

Esta resisténcia é gerada por todas as classes de inseticidas, afetando a re-emergéncia
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das doencas transmitidas por vetores, pois apesar do grande avanco no desenvolvimento
de métodos de controle alternativos, os inseticidas quimicos sdo ainda as principais

formas de prevencéo utilizada nos dias de hoje (Brogdon, 1988).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a resisténcia é definida como a
habilidade de uma populacdo de insetos em toleram doses de inseticidas quimicos que,
em condigdes normais, causaria a morte (Braga & Valle, 2007).

A Resisténcia, dita fisiologica é uma caracteristica genética presente em diversos
organismos. Assim, principalmente populagdes de Insetos podem, naturalmente,
apresentar uma propor¢do de individuos que tenham alelos que lhes conferem
resisténcia a um determinado produto quimico. Também, cepas resistentes podem surgir
como resultado do uso consistente e errbneo de certos produtos quimicos (Ferrari,
1996).

Porém, apesar do grande numero de estudos referente ao desenvolvimento de
resisténcia, 0 numero de mecanismos envolvidos ainda é bastante pequeno e necessita
de uma maior atengéo pelos cientistas do mundo (Ferrari, 1996).

No Desenvolvimento da resisténcia, pode ocorrer um fenémeno titulado de

“resisténcia cruzada”, onde toda a classe torna-se comprometida (Cruz, 2002).

1.12 — A TIM e suas propriedades estruturais e funcionais

A triose fosfato isomerase (TIM) é uma importante enzima da via glicolitica e da
gliconeogénese, que catalisa a conversao reversivel de gliceraldeido 3-fosfato (G3-P)
em dihidroxiacetona fosfato (DHAP). Em insetos da familia diptera a TIM tem fungéo
adicional de abastecimento do ciclo do a-glicerofosfato, onde inicialmente a DHAP é
reduzida a glicerol-fosfato que junto ao NADH formam um sistema de langadeiras
promovendo um transporte rapido de elétrons para mitocondria e consequentemente

reciclagem de NAD" para glicolise (Whyard et al., 1994b).
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Figura 13: Mecanismo da reacdo catalisada pela Triose fosfato isomerase.
(Wierenga, R.K. et al, 1991).

Todas as TIMs sao da familia das proteinas barril o/f, onde cada mondmero tem
como caracteristica principal ser formado por 8 folhas-f unidas a 8 a-hélices por alcas
(figura 21).

A maior parte das TIMs descritas sdo homodimeros com peso molecular de
aproximadamente 27 kDa por subunidade (Bell, et al., 1998 e Walden, 2001).
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Figura 14: Esquema de uma subunidade de triose fosfato isomerase.

1-12.1 A TIM como alvo de desenho de drogas

Ao desenvolver uma droga, € necessario que a mesma seja a mais especifica
possivel, evitando assim ser tdxica aos hospedeiros. Para isso, uma das principais
ferramentas utilizadas para que se tenha uma inibicdo especifica € a comparacao entre
as sequéncias de aminoacidos de diferentes espécies, a procura de residuos ndo
conservados. Esta abordagem esta baseada na reacdo de drogas com aminoacidos
especificos que ndo se conservaram durante a evolugdo, possibilitando inibicdo espécie-
especifica da enzima. (Gomez-Puyou et al., 1995). Um dos alvos para o
desenvolvimento de drogas muito utilizado e descrito na literatura € o aminoacido
cisteina, devido ao seu grupamento sufidril exposto.

O desenvolvimento de drogas espécie — especifica para inibicdo da TIM em
diferentes vetores de doenca, tem seguido este caminho e apresentados bons resultados,
como no caso do composto p-toluenotiosulfonato que reage com cisteinas
estruturalmente expostas. Esta droga ndo inibe as TIMs de Saccharomyces cerevisiae e

Escherichia coli, mas inibe as TIMs de galinha e de Schizosaccharomyces pombe por
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terem uma cisteina na posicdo 217 que as tornam mais susceptiveis a acdo da droga
devido a maior exposicao estrutural deste residuo nestas espécies. (Gomez-Puyou et al.,
1995).e (Garza-Ramos et al., 1997; Garza-Ramos et al., 1998).

1.13 Inibidores espécie-especificos

Uma das técnicas muito utilizadas atualmente para o desenvolvimento de farmacos é
a Modelagem Molecular. Como o nome sugere, € uma ferramenta computacional, a qual
necessita de um conhecimento prévio de outras areas, como: bioquimica, fisiologia,
farmacologia e quimica organica.

Antes da descoberta desta técnica, o desenvolvimento de moléculas era muito mais
complicado, levando um periodo de tempo maior e 0 custo também era elevado. Os
efeitos adversos advindos das substancias em testes eram descobertos somente na etapa
clinica da pesquisa.

Ao desenvolver um composto, é de grande importancia que 0 mesmo seja 0 mais
especifico possivel, diminuindo assim os efeitos toxicos em outros organismos. E
através da técnica de modelagem isso se torna possivel. A estratégia consiste na busca
de aminoacidos ndo-conservados que sejam importantes para a funcdo ou estabilidade
da enzima de uma espécie em particular (Gomez-Puyou et al., 1995). Um agente que
modifique tal residuo poderia inibir a funcdo desta espécie, tendo pouco ou nenhum
efeito na atividade da enzima homologa de outras espécies (hospedeiros) que possuam
um residuo diferente nesta posicéo (Perez-Montfort et al.1999).

Neste sentido, a enzima triose fosfato isomerase (TIM) tem sido muito estudada para
promover a inibicdo da TIM de endoparasitas sem promover inibicdo da TIM dos
hospedeiros vertebrados (Garza-Ramos et al.,, 1996; Perez-Montfort et al., 1999;

Enriquez-Flores et al., 2011; Romo-Fonsillas et al.,2011).

2-Justificativa

Devido ao grande numero de casos de dengue em todo o mundo, faz com que
pesquisadores direcionem seus estudos a procura de novas formas de prevencao desta
doenca. A principal forma existente de prevencdo desta doenca é a utilizacdo de

produtos quimicos, como os inseticidas, porém, gerando enorme resisténcia para o
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mosquito vetor e toxicidade ao homem. Assim, novas formas de combate ao vetor
necessitam ser estudadas.

A proposta principal deste trabalho é descobrir uma forma de prevencdo para a
dengue a qual seja a mais especifica possivel, evitando assim agir em outros
organismos, principalmente os Seres humanos.

Ja foi visto que o Metabolismo energético tem grande importancia para 0 mosquito
Aedes aegypti, principalmente para o voo. Assim, caso algum enzima chave do
Metabolismo vier a ser alterada, a sobrevivéncia do mosquito serd afetada, podendo
levar a morte.

E a Enzima Triose fosfato isomerase (TIM) é uma das enzimas mais estudadas em
todo mundo, desde suas caracteristicas cinéticas e fisico-quimicas a elucidacdo de sua
estrutura em diversos organismos. No entanto, ndo ha trabalhos na literatura que
descrevam estas caracteristicas em mosquitos, como Aedes Aegypti, Anopheles gambie
e o0 carrapato bovino Boophilus microplus. Estas espécies estdo envolvidas na
transmissdo de doengas como dengue, no caso do Aedes, doengas como babesios, no
caso do carrapato. Isto os torna importantes alvos para o estudo da TIM e possivelmente

o0 desenho de drogas inibidoras destes artropodes vetores.

3-Objetivo

Este trabalho teve como objetivo realizar tanto a caracterizacdo Bioquimica e
Molecular da enzima Triose fosfato Isomerase do Mosquito Aedes aegypti, visando a
busca de inibidores especificos.

3.1 Estabelecer uma coldnia do mosquito Aedes aegypti em nosso laboratorio.

3.2 Sintese de cDNA da larva de mosquito.

3.3 Realizar a amplificagdo do gene da TIM do mosquito através do PCR.

3.4 Clonar o gene da TIM de Aedes através do vetor Pgem.

3.5 Monitorar a Atividade Enzimatica em todo o ciclo de desenvolvimento do mosquito.
3.6 Analisar o poder de Inibigdo de trés compostos frente ao homogenato de larvas do

mosquito Aedes aegypti, os quais foram: DTNB, MMTS e 3-Bromo piruvato.

4- Materiais e Métodos
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4-1 Manutencéo da Colbnia de Aedes aeqypti

No Laboratério Integrado de Bioquimica Hatisaburo Masuda, Campus Macaé,
UFRJ, possuimos um Insetario onde mantemos a Colbnia de Aedes aegypti néo
infectados pelo virus da dengue, de acordo com normas legais de manejo.

Os mosquitos sdo colocados em gaiolas dentro da B.O.D, com temperatura
controlada, juntamente com sacarose 10%. A alimentacdo dos mesmos é feita utilizando
camundongos sadios, da propria UFRJ, Campus Macae.

Trés dias ap0s a alimentacéo, as fémeas sdo colocadas para realizarem a postura, em
papel de pdo, devidamente umedecido.

Apds a postura, o papel filtro contendo os ovos é colocado em uma bandeja com
agua, para que o ovo possa desenvolver e tornar-se larva. A fase de ovo dura
normalmente trés dias. Ja o periodo larval, como apresentado na introducdo ¢é a fase
onde ocorrem alimentacdo e crescimento, possuindo quatro estagios: Larva 1, Larva 2,
Larva 3 e Larva 4 e tem duracdo de 5 a 7 dias.

A etapa de transicdo entre a fase larval e 0 mosquito adulto é a fase de pupa, a qual
dura aproximadamente trés dias.

E a Gltima fase do ciclo de vida do Aedes aegypti é a de mosquito adulto, o qual é
responsavel pela transmissdo da doenca e seu periodo de vida é em torno de 1 més.

Todo este ciclo de vida do Mosquito Aedes aegypti é realizado em nosso laboratorio,
tendo a colaboracdo de véarias pessoas, como alunos de Iniciacdo, Mestrandos e
Docentes.
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Figura 15: Manutencéo da colonia de Aedes aegypti.

A figura acima representa os principais estagios do Ciclo de Vida do mosquito
Aedes aegypti. A primeira Bandeja da imagem representa a fase larval. A segunda
refere-se a fase de pupa e ultima e maior bandeja representa a fase adulta (mosquito).
Todo o Ciclo de Vida do Mosquito é feito em nosso Insetario, de acordo com as

Normas.

4-2 Extracao de RNA:

Inicialmente, 200 mg de larvas do Mosquito em diferente estagio de desenvolvimento
foram macerados em um eppendorf com a ajuda de um pistilo com 500 uL de Trizol. A
amostra foi centrifugada a 12000 X g por 10 minutos, o material insolavel foi
descartado e ao sobrenadante foi adicionado 500 pL de cloroférmio. Em seguida, o
material foi homogeneizado por agitacdo via inversdo, incubado a temperatura ambiente
por 3 minutos, submetido & centrifugacdo 12000 X g por 15 minutos. O sobrenadante
foi recolhido e adicionado 500 pL. de isopropanol. Posteriormente, a amostra foi
homogeneizada por inverséo e incubada a —20 °C por 40 minutos. Em seguida, a mostra
foi centrifugada a 12000 X g por 15 minutos, o sobrenadante foi descartado, a amostra
foi lavada com 100 pL de etanol 75 % e ap0s a evaporagao do etanol residual o RNA foi

utilizado para amplificagéo da fita de cDNA.
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4-3 Sintese da primeira fita de cDNA:

O pellet de RNA foi resuspendido em 20 pL de 4gua ultra pura esteril. Em outro tubo
proprio para PCR, foi adicionado 2 puL de oligo(dT)12-18 e em seguida 10 pL da
solucdo de RNA. A amostra foi aquecida a 70 °C por 10 minutos e imediatamente
incubada em gelo por 2 minutos. Posteriormente, foi adicionado 4 plL do tampao (first
strand buffer) fornecido pelo fabricante para a enzima transcriptase reversa
SUPERSCRIPT Il (GibcoBRL cat n® 18064-014), 2 uL de DTT 0,1 M ¢ 2 uL. de DNTP
10 mM ( 10 mM de ATP, 10 mM de CTP, 10 mM de GTP e 10 mM de TTP). A
amostra foi homogeneizada por agitacdo via inversao e incubada em banho-maria a 42 °©
C por 2 minutos. Em seguida, foi adicionado 1 pL da enzima SUPERSCRIPT II (200
unidades) e o material foi incubada a 42 °C por 1 hora. A enzima foi inativada por

aquecimento a 70 °C por 15 minutos.

4-4 Amplicacdo do gene da AeTIM por RT-PCR:

Realizamos a busca da sequéncia de aminoacidos da TIM de Aedes aegypti no
NCBI e ao encontrarmos, fizemos o desenho dos primers no programa Primer 3.
A sequéncia do gene da TIM Aedes contém 744 pb, ndo sendo considerado um gene

grande, conforme representado figura 17.

»>Triosephosphate isomerase cDNA 744pb (vectorbase: ARRLO02542-RA)
ATGGGCCGCARATTCTGCGTCGGAGGARACTGGAAGATGAATGCGTGATAAGGCCAGCATC
ACCGATCTGTGCAAGACCTTGACCACTGGACCGCTGAGTGCCGACACCGAGGTCATCGTC
GGATGCCCAGCCCCCTATCTGACCTTGGCTCGCTCCCAGCTGCCGGACAGCGTTGGAGTC
GCCGCCCAGAACTGCTACAAGGTGGCCAAGGGTGCCTTCACCGGTGAARATTTCGCCGGCC
ATGCTGAAGGACTTGAACATTGGCTGGGTCAT CCTGGGACATTCCGGAGCGTCGTGCCATT
TTCGGTGAATCGGACGAACTGEGTGGCCGATAAGGT CGCGCACGCTTT GGCCGAAGGTCTG
AAGGTCATCGCTTGTAT CGGCGAAACGCTGCAGGAACGTGAAGCCGGTCAAACCGAGGCC
GTGTGCTTCCGCCAGACCAAGGCCATCGCCGATAAGGTCAAGGACTGGAGCAACGTTGTG
ATTGCTTACGAACCGGTCTGGGCTATT GGTACCGGTAAGACTGCCACCCCGGARACAGGCC
CAGGAAGTGCACGCTGCCCTGAGGAAGTGGTTCACCGAGAATGTGTCCGCCGATGTTTCT
GGAGCAATCCGAATCCAGTACGGAGGAT CGGTCACTGCTGCCAACTGTCGTGAATTGGCC
GCCAAGCCCGACATCGATGGTTTCCTGGTTGGTGGTGCTT CGTTGAAGCCGGAGTTCATT
CAGATCGTTAATGCTAGGCAGHRE

(Sequencia da TIM)

>Triosephosphate isomerase protein 247aa (vectorbase: AAELO02542-
PA)

MGEKFCVGGNWEKMNGDKAST TDLCKTLTTGPLSADTEVIVGCPAPYLTLARSQLPDSVGY
AAONCYKVAKGAFTGEI SPAMLEDLNIGWVILGHSERRAT FGESDELVADKVAHALAEGL
KVIACIGETLOEREAGOTEAVCFROTKATADKVKDWSNVVIAYEPVWATGTGKTATPEQA
QEVHAATRKWFTENVSADVSGATRIQY GGSVIAANCRELAAKPDIDGFLVGGASLKPEFT

QIVNARJ
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Figura 16: Sequéncia de aminoacidos AeTIM retirada do Banco de
Dados.

Ja o par de Primer desenhado foi:

Sequéncia R: CTG CCT AGC ATT AAC GAT CTG ATG AAC TCC

Sequéncia F: ATGGGCCGCAAATTCTGCGTC

A reacdo de PCR foi realizada utilizando para tal a Enzima High Fidelity, onde todo
o protocolo foi seguindo conforme descrito no manual da Enzima, e o cDNA projetado.

Apbs o termino da reacdo, um gel de agarose foi feito e assim, conferido o resultado.

4-5 Clonagem do gene da AeTIM

O fragmento amplificado no RT-PCR foi purificado e clonado utilizando o Vetor
pGem. Para isso, foi seguido todo o protocolo determinado pelo fabricante. A ligagéo
do plasmideo com o gene da AeTIM foi transformado em bactéria competente TOP10.

Xmn1 2009

Scal 1890 \‘l’!\f?(??l 71
1 start
1 ori Apal 14
Aatll 20
Sphl 26
Neal | 37
Am r cO
P pGEM®-T Easy acZ Bsiz| | 43
Vector T Jorl | %3
(3015bp) o

coR | 52
Spel 64
EcoR | 70
Not | 77
BstZ | 77
i Pstl 88
ori Sal 90
Nde | 97
Sac | 109
BstX | 118
Nsil 127
141

T sps

Figura 17: Vetor pGEM. Fonte: promega.com

Primeiramente, foi realizada a ligagdo do produto da Amplificacdo do RT-PCR com

Vetor, seguindo devidamente o protocolo. Posteriormente, foi feita a transformacao da
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ligacdo com a Bactéria competente TOP10, através de um choque térmico. As placas
foram semeadas e colocadas para crescer durante 12 horas.

Uma pequena parcela da coldnia foi colocada em um meio de cultura e levada para
crescimento. Um miniprep foi realizado, onde todos os residuos e impurezas foram
retirados, deixando somente 0 DNA plasmidial contendo o gene da AeTIM. Um gel de
Agarose foi feito e analisado o resultado.

Posteriormente, foi realizada uma Digestdao do Miniprep, utilizando para isso algumas
enzimas de restricdo, como Ecor 1 e Spa 1, e o resultado foi observado também atraves

de um Gel de Agarose.

4-6 Alinhamento e Comparacdo de sequéncias

Para o alinhamento foi utilizada a sequéncia de aminoacidos da AeTIM e outras
depositadas no NCBI. As sequéncias foram obtidas no formato Fasta conforme maior
grau de confiabilidade. Com o emprego do softwear Bioedit foi realizado o
alinhamento, comparacao de sequéncias e selecdo dos residuos de cisteina exclusivos da
AeTIM.

4-7 Estrutura tridimensional obtida por modelagem molecular:

Para a obtengdo da estrutura Tridimensional foi realizada a comparagdo entre a
seqliéncia de aminoacidos da AeTIM com algumas das seqiiéncias de TIM depositadas
no PDB (Protein Data Base). A TIM de humano foi utilizada como base para
modelagem por sofrer os principais danos do virus da Dengue, também por ter sua
estrutura Tridimensional elucidada no PDB e sua sequencia de aminoacidos ser parecida
com a do Aedes. Com o emprego do programa Deep View Swing PDB viewer
(http://www.expasy.org/spdbv/) e do servidor Swiss Model para proteinas oligoméricas
(http://swissmodel.expasy.org/) foi gerado um modelo por homologia.

Ap0s a construgdo do Modelo, foi analisada a posicdo dos aminoacidos na estrutura,
através do programa Deep View Swing PDB viewer (http://www.expasy.org/spdbv/).

A ultima etapa foi a validagdo do Modelo Tridimensional da AeTIM construido, com o
intuito de verificar a qualidade do mesmo, utilizando para isto trés programas, 0s quais

foram: Prosa, Verify 3D e Procheck.
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4-8 Determinacdo da atividade de triose fosfato isomerase (TIM):

A atividade de triose fosfato isomerase foi medida na direcdo da formacdo de
dihidroxiacetona fosfato. O ensaio foi realizado em meio reacional contendo
trietanolamina pH 7.4 (100 mM), EDTA (10mM), NADH (0,2 mM), gliceraldeido-3-
fosfato (1 mM) e 0,9 unidades de a-glicerol fosfato desidrogenase. A reacdo foi iniciada
com 2.4 ng da enzima e a oxidacdo do NADH foi monitorada em espectrofotdmetro a
340 nm.

Ao todo, foram realizadas medicGes em sete pontos durante o desenvolvimento do
Mosquito, os quais foram: Ovo de 5 e 62 horas apés a eclosdo, L1, L2, L3, L4 e estagio
de pupa.

4-9 Avaliacdo do poder de Inibicdo de larvas do mosquito Aedes aeqypti por trés

drogas: Acido 5,5 -ditio-bis2-nitrobenzoico (DTNB), Metilmetano tiosulfanato

(MMTS) as quais reagem com cisteinas expostas a solventes, e o composto 3-

Bromo-Piruvato (3-BrPA), o qual é uma substincia alquilante com alta afinidade

por residuos de cisteinas:

Neste ensaio, homogenatos de larvas de Aedes aegypti em diferentes estagios de
desenvolvimento foram incubadas na presenca de diversas concentracdes de trés drogas,
com o intuito de avaliar o poder de inibi¢do da enzima Triose fosfato Isomerase na larva
do mosquito. Utilizamos as larvas do mosquito para realizarmos este experimento,
devido ao resultado obtido no item anterior, onde monitoramos a atividade enzimaética
em quase todo o ciclo de desenvolvimento do mosquito, e constatamos que a atividade
da enzima Triose fosfato Isomerase apresenta-se maior no estagio larval.

Primeiramente, 200 mg de larva do Mosquito Aedes aegypti em diferente estagio de
Desenvolvimento foram macerados em eppendorf no gelo, com pistilo, na presencga de
coquetel de Inibidor de Protease e tampé&o ph 7,4. Foi realizada a centrifugacédo 10000 X
g por 10 minutos, sendo o sobrenadante coletado em outro eppendorf e o precipitado
descartado.

Posteriormente, 0 Homogenato de Larvas inicial foi distribuido em 12 eppendorf.
No Primeiro tubo foram colocados 100 Microlitros do Homogenato de larva sem a

presenca de drogas. Este tudo serviu como padrdo do experimento. Nos outros 11 tubos
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foram colocados 90 microlitros do homogenato de larvas e 10 Microlitros de drogas em
diferentes concentracdes (5, 10, 20, 25, 50, 100, 200, 250, 500 1000 e 2000 uM). Isto
foi realizado para todas as drogas (DTNB, MMTS e 3-Bromo Piruvato).

Todos os tubos foram levados para aquecimento durante duas horas, até mesmo o
padrdo. Apos as duas horas foram realizadas a leitura das amostras no
espectrofotometro. O ensaio foi realizado em meio reacional contendo trietanolamina
pH 7.4 (100 mM), EDTA (10mM), NADH (0,2 mM), gliceraldeido-3-fosfato (1 mM) e
0,9 unidades de a-glicerol fosfato desidrogenase. A reacdo foi iniciada com 2.4 ng da
enzima e a oxidacdo do NADH foi monitorada em espectrofotémetro a 340 nm. (Téllez-
Valencia et al., 2004).

Posteriormente, foi feita a Dosagem de proteinas pelo método de Bradford.

Na literatura ja é possivel encontrar diversos estudos referente ao poder de inibicédo
dos compostos DTNB e MMTS frente a enzima Triose fosfato Isomerase em diversos
organismos. (Enriquez-Flores et al., 2011); (Gomez-Puyou et al., 1995), (Gomez-
Puyou et al., 1995; Garza-Ramos et al., 1996; Olivares-Illana et al., 2006; Velanker et
al., 1997; Rodriguez-Romero et al., 2002).

Ja o composto 3 Bromo- piruvato, nenhum estudo foi encontrado referente ao poder
de inibicdo deste composto frente a enzima Triose fosfato Isomerase. Porem, ja foi
descrito a capacidade desta substancia em causar a depressdo do fluxo glicolitico e da
fosforilacdo oxidativa conseguindo inibir a producdo de ATP (Fonda, 1976). Assim,
através deste nosso experimento inovador, pretendemos avaliar o poder de inibicdo do
composto 3-Bromo piruvato frente & enzima Triose fosfato Isomerase em larvas do

mosquito Aedes aegypti.

5- Resultados

5-1 Amplificacdo do gene da AeTIM por RT-PCR

A Amplificagdo do Gene da AeTIM foi confirmada através do Gel de Agarose, o
qual correspondeu as nossas expectativas contendo o tamanho esperado, conforme pode
ser visto na figura abaixo. Foram realizadas quatro reagdes contendo 0 mesmo gene da
AeTIM.
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Amplificacdo do gene da AeTIM

750 pb

Figura 18: Amplificacdo do Gene da AeTim através da técnica de
PCR.

A figura acima apresenta quatro bandas, sendo todas referente a0 mesmo gene da

AeTIM. O tamanho aproximado das bandas é em torno de 744 pb.

5-2 Clonagem do gene da AeTIM:

Conforme descrito no Item 4-5, a Clonagem do Gene AeTIM deu-se através do
vetor pGEM, utilizando o produto da Amplificacdo do RT-PCR.

Apds deixarmos a bactéria crescer em meio de cultura, realizamos um Miniprep
(Purificacdo do DNA Plasmidial), onde o objetivo era separar o DNA plasmidial do
restante da bactéria, ficando somente o Vetor circulado com o nosso gene.

Para visualizarmos o resultado do Miniprep, fizemos um gel de agorose e aplicamos

as nossas amostras, conforme figura 20.



29

Miniprep do produto amplificado da AeTIM

3700 pb

Figura 19: Gel de agarose contendo o resultado do miniprep (Purificagdo de
DNA plasmidial).

Ao realizar um Miniprep e colocar as amostras em um gel de agarose para analisar o
resultado, espera-se que aparecam duas bandas, uma referente ao plasmidio
superhelicoidizado, que migra mais rapido, e outra, com o plasmidio relaxado, de
migracdo mais lenta. Porém, muitas das vezes o gel ndo apresenta somente duas bancas,
apresentando também restos de DNA gendmico ou de DNA plasmidial em fita simples.
Ao analisarmos o Gel de agarose contendo o resultado do nosso Miniprep na figura 20,
podemos perceber que a reagdo ocorreu de forma eficaz, tendo uma banda com o

tamanho esperado, torno de 3700 pb.
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Obtendo um resultado adequado da reacdo de Miniprep, realizamos uma digestdo do
produto gerado na Purificagdo do DNA Plasmidial. Neste momento o que interessa é
somente 0 gene da AeTIM clonado e ndo vetor. Assim, com a utilizacdo de enzimas de
restricdo a digestdo, ocorre a separacdo do gene clonado do vetor, tornando-o
linearizado.

No manual do vetor, é possivel encontrar quais enzimas podem ser usadas para
realizar tal separacdo. As enzimas utilizadas em nossos experimentos foram Ecor 1 e
Spe 1, e o resultado da digestdo foi visualizado através do gel de agarose. Tendo a
banda o tamanho desejado, uma aliquota da amostra foi levada para sequenciamento e o

resultado analisado.

Digestao do fragmento clonado de AeTIM

750 pb

Figura 20: Separacdo do Gene da TIM clonado através de Enzimas de Restri¢do
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Ao analisarmos o resultado da Digestdo presente no gel de agorase na figura 21,
podemos concluir que a reacdo ocorreu de forma eficaz, apresentando duas bandas
conforme o esperado. A Banda maior referente ao vetor Pgem e a menor referente ao

gene da AeTIM clonado.

5-3 Alinhamento e Comparacao de sequéncias:

A sequéncia da AeTIM apresenta alta homologia com TIM de diversos organismos (
Figura 22). O alinhamento das sequéncias de aminoacidos de Aedes aegypti, Homo
sapiens, Anopheles, Trypanossoma B. taurus, D. melanogaster, T. cruzi mostrou que
esta enzima é bem conservada, apresentando regiGes conservadas e alta identidade com
outras TIMs. Este fato foi esperado, visto que, esta enzima faz parte da fisiologia basica
da obtencdo de energia de todos os organismos. A AeTIM possui 7 Cisteinas por
mondmero. Estes residuos séo 7, 25, 43, 66, 127, 143 e 217.

Em particular foi realizada uma comparacao entre os residuos de cisteina da TIM de
Aedes e do Homo sapiens a fim de verificar quais deles poderiam servir para possiveis
alvos de inibicdo especifica. O resultado indica que os residuos de cisteina 66, 127 e
217 sdo conservados e que os residuos 7, 25, 43 e 143 sdo exclusivamente nao-
conservados na AeTIM (Figura 22).

Alinhamento das Sequéncias das TIMs de diversos Organismos
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Aedes aegy MG--RKFCVG GNWKMNGDKA SITDLCKTLT TGPLSADTEV
Homo sapie MAPSRKFEVG GNWKMNGRKQ SLGELIGTLN AAKVPADTEV
Bos Taurus MAPSRKFFVG GNWKMNGRKN NLGELINTLN AAKVPADTEV
Anopheles  =-========= -=-- MNGDKA SITELCKTLS AGPLDPNTEV
Culex tars MG--RKFCVG GNWKMNGDKA SIADLCKVLT TGPLNADTEV
Drosophila  -==-=--- FCVG GNWKMNGDQOK SIAEICKTLS GAALDPNTEV
Bombyx mor MG-~-RKFVVG GNWKMNGDKN QINEIVNNLK KGPLDPNVEV
Drosophila MS--RKFCVG GNWKMNGDQK SIAEIAKTLS SAALDPNTEV
Trypanosom MS-KPQPIAA ANWKCNGSQQ SLSELIDLEFN STSINHDVQC



45 55 65 5
Aedes aegy IVGCPAPYLT LARSQLP-DS VGVAAQNCYK VAKGAFTGEI
Homo sapie VCAPPTAYID FARQKLD-PK IAVAAQNCYK VTNGAFTGEI
Bos Taurus VCAPPTAYID FARQKLD-PK IAVAAQNCYK VANGAFTGEI
Anopheles VVGCPAPYLS LARSLLP-ET IGVAAQNCYK VAKGAFTGEI
Culex tars VVGCPAPYLT LARSQLP-DS VCVAAQNCYK VPKGAFTGEI
Drosophila VIGCPAIYLM YARNLLP-CT VGVAGQNAYK VAKGAFTGEI
Bombyx mor IVGVPAIYLS YVKTIIP-DN VEVAAQNCWK SPKGAFTGEI
Drosophila VIGCPAIYLM YARNLLP-CE LGLAGQNAYK VAKGAFTGEI
Trypanosom VVASTFVHLA MTKERLSHPK FVIAAQNAIA KS-GAFTGEV
SEN YA | vie [awwa | el saenl aswalvesil|
85 95 105 115
Aedes aegy SPAMLKDLNI GWVILGHSER RAIFGESDEL VADKVAHALA
Homo sapie SPGMIKDCGA TWVVLGHSER RHVFGESDEL IGQKVAHALA
Bos Taurus SPGMIKDLGA TWVVLGHSER RHVFGESDEL IGQKVAHALA
Anopheles SPAMLKDLGL GWVILGHSER RAIFGETDEL IAEKVAHALA
Culex tars SPAMLKDLNI GWVILGHSER RAIFGESDEL IADKVAHALA
Drosophila SPSMLKDIGA DWVILGHSER RAIFNESDEL IAEKAEHALA
Bombyx mor SPAMIKDVGV NWVILGHSER RTIFGEKDEL VAEKVAHALE
Drosophila SPAMLKDIGA DWVILGHSER RAIFGESDAL IAEKAEHALA
Trypanosom SLPILKDFGV NWIVLGHSER RAYYGETNEI VADKVAAAVA
sl Yol weas e s [sema] wees ) s
125 135 145 155
Aedes aegy EGLKVIACIG ETLQEREAGQ TEAVCFRQTK AIADKVKD--
Homo sapie EGLGVIACIG EKLDEREAGI TEKVVFEQTK VIADNVKD--
Bos Taurus EGLGVIACIG EKLDEREAGI TEKVVFEQTK VIADNVKD--
Anopheles EGLKVIACIG ETLQEREAGQ TEAVCFRQTK AIAAQVKD--
Culex tars EGLKVIACIG ETLQEREAGQ TEAVCFRQTK AIADKVKD--
Drosophila EGLKVIACIG ETLDEREAGK TNEVVARQMC AYAKKVRD--
Bombyx mor SGLKVIACIG ETLEERESGK TEEVVFRQLK ALVSAIGDK-
Drosophila EGLKVIACIG ETLEEREAGK TNEVVARQMC AYAQKIKD--
Trypanosom AGFMVIACIG ETLQERESGR TAVVVLTQIA AIAKKLKKAD
T R e bisvacned s wilawan| o e
165 175 185 195
Aedes aegy WSNVVIAYEP VWAIGTGKTA TPEQAQEVHA ALRKWETENV
Homo sapie WSKVVLAYEP VWAIGTGKTA TPQQAQEVHE KLRGWLKSNV
Bos Taurus WSKVVLAYEP VWAIGTGKTA TPQQAQEVHE KLRGWLKSNV
Anopheles WSNVVIAYEP VWAIGTGKTA TPEQAQEVHA ALRKWEFTENV
Culex tars WSNVVIAYEP VWAIGTGKTA SPEQAQEVHA ALRKWETENV
Drosophila WINVVVAYEP VWAIGTGKTA TPEQAQEVHA FLRQWLTDNI
Bombyx mor WENIVLAYEP VWAIGTGKTA TPQQAQDVHH ALRNWLSANV
Drosophila WKNVVVAYEP VWAIGTGKTA TPDQAQEVHA SLRQWLSDNI
Trypanosom WAKVVIAYEP VWAIGTGKVA TPQQAQEAHA LIRSWVSSKI
esolacesl coeelansel e [ | PR (PP |
205 215 225 235
Aedes aegy SADVSGAIRI QYGGSVTAAN CRELAAKPDI DGFLVGGASL
Homo sapie SDAVAQSTRI IYGGSVTGAT CKELASQPDV DGFLVGGASL
Bos Taurus SDAVAQSARI IYGGSVTGAT CKELASQPDV DGFLVGGASL
Anopheles SADVSNAIRI QYGGSVTAAN CRELAAKPD- ----------
Culex tars SADVSAAIRI QYGGSVTAAN CRELAAKPDI DGFLVGGASL
Drosophila SKEVSAALRI QYGGSVTAAN AKELAKKPDI DGFLVGGASL
Bombyx mor SGSVSDAVRI QYGGSVTAAN AKELASCKDI DGFLVGGASL
Drosophila SKEVSASLRI QYGGSVTAAN AKELAKKPDI DGFLVGGASL
Trypanosom GADVAGELRI LYGGSVNGKN ARTLYQQRDV NGFLVGGASL
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Figura 21: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das TIMs de Aedes aegypti, Homo
sapiens, Anopheles, Drosophila, Trypanossoma, B. taurus, D. melanogaster, T. cruzi.

O alinhamento foi realizado como descrito em materiais e métodos.
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Transformando a figura acima em tabela, conseguimos perceber o quéo conservado

é a enzima Triose fosfato Isomerase (TIM).

Porcentual de Identidade entre as sequencias de diversos organismos

Modelo molde Anopheles Culex Droscphila
gambiae Tarsalis pseudocbscura
Mcdelo o 67% 91% 96% 75%
Mclde 67% = 68% 67% 64%
Ancpheles 91% 68% o 80% 78%
gambiae
Culex %6% 67% 90% - 75%
Tarsalis
Dreoscphila 75% 4% 78% 75% -
pseudocbscura

Tabela 1: Porcentual de Identidade entre as sequencias das T1Ms de diversos organismos.

5-4 Modelagem Molecular da TIM do Aedes:

Um modelo da TIM do Aedes foi obtido através do programa Swiss Model, modo
automatico, com a técnica de modelagem comparativa utilizando como molde a
estrutura da TIM do Homo Sapiens, obtendo um modelo com 67% de identidade,
possuindo o formato caracteristico das TIMs (forma de Barril, Homodimérica),

conforme pode ser observado na figura 23.
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Estrutura Tridimensional AeTIM.

Figura 22: Modelo tridimensional da AeTIM.

Ao analisar a estrutura da TIM de Homo sapiens utilizada como molde para a
construcdo da AeTIM, podemos perceber que ela também apresenta as caracteristicas
fundamentais de uma enzima Triose fosfato Isomerase, como: formato de barril,

homodimérica.
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Estrutura Tridimensional Homo sapiens TIM.

Figura 23: Estrutura tridimensional da HsT1M, obtida no PDB.

Em nivel de comparacdo, sobrepondo um mondmero da estrutura da TIM de Aedes
aegypti e Homo sapiens, observamos que as estruturas sdo bem parecidas, conforme

pode ser observado na figura 25.
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Sobreposicado das Estruturas de AeTIM e HsTIM

Figura 24: Sobreposigdo entre os dimeros de AeTIM e HsTIM, (Verde:

Estrutura do Homo sapiens, azul: Estrutura do Aedes).

Utilizando o programa Swiss — PDB Viewer, foi possivel analisar as ligacfes entre
0s carbonos presentes na estrutura tridimensional do AeTIM, e observar a posi¢édo das
cisteinas, as quais apresentaram ser especificas para a sequéncia de aminoacidos do
mosquito Aedes aegypti.

A o verificarmos a posicdo dos aminodcidos na estrutura Tridimensional da AeTIM
criada, podemos perceber que a Cisteina 143, a qual é especifica da TIM de Aedes,

encontra-se exposta, em uma regido de facil acesso. Logo, este aminoacido podera ser
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explorado futuramente, com o intuito de gerar um inibidor especifico para o vetor da

dengue, conforme pode ser visto na figura 26.

Estrutura Tridimensional da AeTIM mostrando a localizacdo da
Cisteina 143.

Cisteina 143

Figura 25: Analise da posi¢do dos aminoacidos especificos na estrutura tridimensional do
AeTIM.

Apbs termos obtido a estrutura tridimensional da AeTIM, fizemos a analise da
qualidade do modelo. Para isso, foram utilizados 3 programas: Procheck, Verify 3D e
Prosa (https://prosa.services.came.shg.ac.at/prosa.php).

No Procheck, obtivemos o grafico de Ramachandran, conforme na figura 27.
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Grafico de Ramachandran
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Grafico 26: Analise da posicdo dos aminodcidos na estrutura Tridimensional de
AeTIM.

O Gréfico de Ramachandran é uma forma utilizada para verificar a qualidade do
modelo gerado, analisando a posicdo dos aminoacidos na estrutura da enzima. Cada
ponto branco no grafico representa um aminoacido. O ideal é que eles fiquem dentro da
marcacgao branca, sendo uma posicéo favoravel, ou azul, regides permitidas.

Assim, analisando o grafico, percebemos que a qualidade do modelo é bem alta,
tendo somente alguns aminoacidos em regides desfavoraveis (ndo permitidas).
Transformando o grafico de Ramachandran em tabela, conseguimos perceber com

mais facilidade a qualidade do modelo gerado.



Grafico de Remachandran em ndmeros

Modelo % de
residuos na
regiao
Favoraveis Permitidas | Nao
favoraveis
Aedes 83% 16,2% 0,8%
aegypti

Tabela 02: Analise em porcentagem do Grafico Remachandran.
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Ja o programa Protein structure Analysis (Prosa) foi utilizado para avaliar o score Z

(a média dos dados) entre 0 molde e o modelo. As estruturas das proteinas depositadas

no PDB sdo criptografadas pela técnica de RMN ou Raio X. Assim, é necessario que a

estrutura gerada através da modelagem por Homologia, siga os parametros do molde

tendo uma média parecida. Observando o grafico 28, percebemos que o valor de score Z

do molde e modelo € parecido, logo, mostrando que a qualidade do Modelo ¢ alta.


https://www.google.com.br/search?newwindow=1&q=proteinas+criptografadas&spell=1&sa=X&ei=z_F_U4fVBMzNsQSDpILIBQ&ved=0CCkQBSgA
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Avaliacdo da Qualidade do Modelo tomando como base 0 Score Z.

Overall model quality Hewp

Z-Score:  -10.41

X-ray
m NMR

0 200 400 600 800 1000
Number of residues

Figura 27: Avaliagdo da diferenca de Score-Z entre 0 Molde e o Modelo

gerado. Em vermelho estrutura tridimensional do HsTIM e em preto AeTIM.

O valor de Score representa a qualidade geral da estrutura e também o desvio da
energia total da proteina com respeito & distribuicdo derivada de conformacdes
randémicas. E necesséario que o valor de score de determinada estrutura esteja na
marcacdo correta. Estruturas de proteinas globulares cujos scores-Z desviam muito da

média da base de dados ndo sdo usuais e tendem a estar erradas.

Outra forma de verificarmos a qualidade do modelo gerado da-se pela utilizagdo do

programa Verify 3D. Este programa tem a capacidade de realizar a avaliacdo da
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qualidade do modelo em relacdo a posicdo dos residuos de aminoacidos na sequéncia
proteina, com fornecimento de um grafico. Valores positivos de energia podem
representar problemas na estrutura do modelo gerado e ja valores negativos atestam que
0 modelo gerado tem uma boa qualidade, tendo os aminoacidos na posi¢cdo adequada.
Assim, analisando a figura 29, podemos perceber a grande quantidade dos residuos
de aminoacidos na sequéncia proteica possuem valores de energia negativos, assim

estando em uma posicao correta na sequéncia de aminoacidos.
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Figura 28: Analise da posicdo dos amino&cidos na sequéncia de

proteinas através do grafico de energia.

5-5 Determinacao da atividade da enzima triose fosfato isomerase (TIM) em quase

todo o ciclo de desenvolvimento do mosquito:

Conforme descrito no Item 4-8, a medi¢do da atividade especifica da AeTIM foi
realizada em quase todo o ciclo de vida do Aedes aegypti, contemplando desde o estagio

de ovo ao de pupa, e teve como objetivo analisar em qual estagio de desenvolvimento
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do mosquito a atividade metabdlica da enzima encontra-se maior, para que futuros
estudo pudessem ser direcionados.

Apo6s a medigdo, observamos que hd uma grande variagdo de atividade metabolica
durante o ciclo de vida do Mosquito Aedes aegypti, conforme pode ser observado na
figura (30).

Tanto os ovos com 5 e 62 horas apds a ovoposicdo apresentaram ter atividades
enzimaéticas baixas quando comparados aos outros estagios de desenvolvimento. Nesta
fase, da-se uma econémia de gasto energético, com o intuito de que 0s outros estagios
contenham a energia suficiente para continuar o desenvolvimento, chegando ao
mosquito adulto. Salientando que os nutrientes utilizados para a sobrevivéncia desta
fase, sdo provenientes/adquiridos do mosquito adulto.

Ja no estagio de larva, pode-se observar um pico de atividade enzimatica, sendo
maior em L1 e decaindo com o avancar do desenvolvimento. Nesta etapa, a quantidade
de energia necessaria para o desenvolvimento do mosquito aumenta consideravelmente,
principalmente pela necessidade de locomogéo em funcdo da busca de alimentos para a
sua sobrevivéncia e também, pelo fato de adaptacdo ao ambiente, necessitando de
grande quantidade de energia. Porém, com o avancar do desenvolvimento larval a
atividade metabdlica decai notoriamente, devido ao fato de a larva ja encontrar-se
adaptada ao meio em que vive, necessitando assim de um gasto energético menor.

E no estagio de pupa, podemos perceber que o nivel de atividade apresenta-se bem
baixo, acreditando que nesta fase também ocorra uma economia de energia, com 0
objetivo de que o mosquito adulto consiga suprir suas necessidades metabdlicas,

principalmente & de voo.
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Atividade Enzimatica durante o Ciclo de Vida do Mosgquito Aedes

aeqypti
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Figura 29: Andlise da Atividade enzimatica em quase todo o ciclo de desenvolvimento do

mosquito Aedes aegypti.

5-6 Avaliacdo do Poder de Inibicdo de larvas do mosquito Aedes aeqypti por trés

drogas: Acido 5,5 -ditio-bis2-nitrobenzoico (DTNB), Metilmetano tiosulfanato
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(MMTS) as quais reagem com cisteinas expostas a solventes, e o composto 3-

Bromo-Piruvato (3-BrPA), o qual é uma substancia alquilante com alta afinidade

por residuos de cisteinas:

O composto acido 5,5 -ditio-bis2-nitrobenzoico (DTNB) e metilmetano tiosulfanato
(MMTYS) sdo derivatizantes que reagem equimolarmente com o grupamento sulfidril
(SH) de residuos de cisteina expostos. Foi visto que a AeTIM apresenta uma alta
sensibilidade para MMTS e DTNB (Figuras 31 e 32) e que é possivel inibir esta enzima
baseada nas interac@es de drogas com residuos de cisteinas ndo-conservados.

A concentragdo em que a atividade é inibida em 50% (IC 50) é de 5uM para 0 MMTS e
10 uM para o DTNB (figuras 31 e 32).

Efeito do DTNB em Larvas do Mosquito Aedes aegypti

150 -
100 -
%
Atividade
Inibida 50 A

0 L} L} 1 L] L} 1 1 T T 1 1 L]

0 0,0050,010,020,0250,050,102 02505 1 2

[ 1 Minimolar

Figura 30: % Atividade Inibida da AeTIM pelo composto DTNB.

Analisando a figura 31 percebemos que o Composto Acido 5,5 -ditio-bis2-

nitrobenzoico (DTNB) possui grande poder de Inibicdo da Atividade enzimética da
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AeTIM. 0,01 mM sdo capazes de Inibir 50 % da Atividade da Enzima e 0,025 mM inibe
75%. Também percebemos que na concentracdo de 0,025 a 0,2 milimolar a taxa de
inibicdo permanece constante, e isto é devido a falta de cisteinas expostas para que o
composto possa agir. Aumentando a concentracdo da substancia, a taxa de inibic¢ao volta

a crescer novamente, conseguindo acessar as cisteinas menos expostas.

Efeito do MMTS em Larvas do Mosquito Aedes aegypti
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Figura 31: % Atividade Inibida da AeTIM pelo MMTS.

Através da figura 32 acima, percebemos que o composto MMTS foi capaz de inibir
a enzima Triose Fosfato Isomerase de Larvas do Mosquito Aedes aegypti com o uso de
pequenas concentracdes. 0,005 mM foram capazes de Inibir 50 % da Atividade
enzimética e 0,02 mM inibiu 80%. Como ocorreu no experimento com a substancia
DTNB, na concentragdo de 0,025 a 0,1 milimolar da droga MMTS, a taxa de inibicéo
permanece constante, devido a falta de cisteinas expostas para que 0 MMTS pudesse
agir e causar inibi¢cdo. J& com o aumento da concentragdo da substéncia, a taxa de
inibicdo volta a crescer. Assim, percebemos que o composto MMTS & bem eficaz para
inibicdo enzimatica em larvas do mosquito Aedes aegypti.

O Composto 3 Bromo Piruvato também apresentou-se bem eficaz na Inibicdo da

Enzima Triose fosfato Isomerase nas Larvas do Mosquito Aedes aegypti, conforme
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pode ser visto na figura 33. 0,01 mM do composto sdo capazes de inibir 50% da
atividade enzimética e 0,025 mM 75%. Sabendo que este composto reage com
grupamentos tios (SH) e Hidroxilas(OH), a possivel causa para que a inibicdo da
atividade enzimatica seja a mesma com as concentracfes de 0,05 a 0,25 milimolar, é
devido a falta de grupamentos SH livres para que a droga possa agir, e assim levar a

inibicdo da enzima.

Efeito do 3 Bromo Piruvato em Larvas do Mosquito Aedes aegypti
150

100 -
%
Atividade
Inibida
50 4

0 i 1 L L] L] L L L L] L] 1 L

0 0,0050,010,020,025 0,050.1 0,20250,512
[ ] milimolar

Figura 32: % Atividade Inibida da AeTIM pelo Composto 3 Bromo

Piruvato.

6-Discussao

O Metabolismo Energético € um conjunto de transformacdes que todos 0s
organismos possuem, tendo como principal objetivo & produgdo de Energia ou ATP,
indo desde a fotossintese a respiracdo e sendo de grande importadncia para a
sobrevivéncia. Caso ocorra alguma modificacdo desta via, como inibicdo de enzimas
chaves para a continuacdo do processo, pode acarretar problemas sérios para 0s

organismos, como a morte.
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A TIM é uma das principais enzimas encontradas no metabolismo energético,
estando presente em todas as células e tecidos dos diversos organismos e tendo
participacdo tanto na via glicolitica quanto da gliconeogénese (Jimenez et al., 2000).

Neste sentido, a TIM pode ser um interessante candidato a desenvolvimento de
drogas, ja que uma resposta imune contra a TIM pode interferir em diferentes processos
fisiol6gicos como observado em T. solium (Jimenez et al., 2000) e S. mansoni (Zhu et
al., 2006).

No mosquito Aedes aegypti, conforme descrito por diversos autores, 0 metabolismo
energético tem grande importancia na atividade de voo do mosquito. O aminoacido
prolina, tem a capacidade de transferir unidades de acetil-coenzima-A (acetil-CoA) do
corpo gorduroso para o musculo de voo. Ja no corpo gorduroso, através do ciclo do
acido citrico, dar-se a conversdo de moléculas de acetil-CoA em alfa-cetoglutarato e
posteriormente em glutamato e prolina que pode ser trasportada para o0 musculo de voo
através da hemolinfa. J& no madsculo de voo, ocorrer a conversar inversa, de prolina a
alfa-cetoglutarato, o qual entra no ciclo do acido citrico para ser oxidado e produzir
ATP (Scaraffia & Wells, 2002).

Quando um inseticida é inventado, faz necessario que o mesmo seja seletivo para
determinado organismo, ndo afetando outras, principalmente os Seres Humanos. Esta
especificidade pode ser adquirida ao compararmos a sequéncia de aminoacidos de
diferentes organismos, através do alinhamento, buscando aminoacidos, como por
exemplo, as cisteinas, que ndo sdo conservados em diversos organismos. Ao
encontrarmos 0s aminoacidos ndo conservados, outra ferramenta que pode ser utilizada
é a modelagem molecular, a qual permite visualizarmos a posi¢do dos aminoacidos na
estrutura e escolher um aminoacido que esteja em uma regido de facil acesso para a
inibicdo.

Ao realizarmos o alinhamento das sequéncias das TIMs de diversos organismos
notamos que o0s aminoacidos apresentaram conservados, independente da espécie
analisada. Porém, algumas diferencas sdo percebidas, como é o caso das cisteinas 7, 25,
43 e 143, sendo especificas da AeTIM em comparacdo a HsTIM, podendo ser
exploradas futuramente para a producao de um inibidor especifico para esta enzima.

E ao analisarmos a Estrutura Tridimensional do AeTIM gerada atraves da técnica de
modelagem por Homologia, notamos que a cisteina 143, o qual € um o aminoacido

especifico para a TIM do mosquito Aedes aegypti, encontra-se em um local exposto na
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estrutura, sendo de facil acesso. Logo, este aminoacido poderd ser explorado
futuramente, com o intuito de gerar um inibidor especifico para o vetor da dengue.

Qualquer alteracdo nesta regido pode ocasionar perda da atividade catalitica.
Entretanto, para que o residuo cisteina 143 seja caracterizado como um bom alvo,
estudos posteriores precisam ser realizados.

Conforme descrito acima, a modelagem por homologia € uma importante ferramenta
para a predicdo da estrutura tridimensional de uma proteina que ndo possui cristal, seja
por raio-X ou RMN. Esta técnica tem como base a evolucdo molecular, ou seja,
estruturas semelhantes de aminoécidos terdo estruturas Tridimensionais parecidas.
(Venter, J;2001).

Tendo a estrutura tridimensional da AeTIM obtida através de modelagem por
homologia, faz com que o estudo de possiveis inibidores especificos para a enzima
torne-se mais rapido e facil. Através desta tecnica podemos analisar quais as regioés séo
de facil acesso, afim de permitir uma inibicdo e consequentemente levar a perda da
funcdo da enzima e tambem podemos testar diversos inibidores, através de doking
molecular, sendo uma importante ferramenta nas areas de biologia estrutural,
bioquimica e biofisica. (Osvaldo Filho, 2003).

A sua aplicacdo nos dias de hoje tem sido muito 0til tanto na indUstria farmacéutica
como na pesquisa fundamental, sendo uma grandiosa alternativa para superar 0s
problemas encontrados na elucidacdo de estruturas proteicas por técnicas experimentais.
(Mariana Souza, 2008).

JA o objetivo de monitorar a atividade Metabdlica em todo o estagio de
desenvolvimento do Mosquito Aedes aegypti, foi visualizar em qual estdgio a mesma
encontra-se maior, assim, podendo direcionar o estudo na busca de inibidores
especificos para enzima Triose fosfato Isomerase no mosquito.

Através da analise constatamos que a fase a qual apresentou maior atividade
metabolica foi a de larva, principalmente a L1, devido a sua grande necessidade
metabdlica para locomogdo em busca de alimentos e adaptagdo ao meio em que Vive.
Porém decaindo com o avancar do estagio de larva.

Conforme descrito nos resultados, item 4-8, o &cido 5,5 -ditio-bis2-nitrobenzodico
(DTNB) e metilmetano tiosulfanato (MMTS) sdo derivatizantes que reagem

equimolarmente com o grupamento sulfidril (SH) de residuos de cisteina expostos.
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Ao colocarmos no homogenato das larvas de Aedes aegypti concentragdes diferentes
de DTNB e MMTS, notamos que a inibicdo é grande, mostrado que € possivel inibir
esta enzima baseada nas interagGes de drogas com residuos de cisteinas conservados.

A atividade foi inibida em 50% com 10 uM de DTNB ¢ 5 uM MMTS. Estes
resultados apresentaram muito semelhantes aos mostrados na Inibicdo de T. brucei,
t.cruzi (Téllez-Valencia et al., 2002) e G. lamblia (Enriquez-Flores et al., 2011) pelos
compostos DTNB e MMTS.

Em muitos outros trabalhos é possivel notar a sensibilidade das cisteinas da TIM a
estes compostos, como é o caso do T. cruzi, T. brucei (Gomez-Puyou et al., 1995), L.
mexicana, L. donovani, G. lamblia, P. falciparum e E. Esta sensibilidade é muito
importante para a caracterizagdo dos residuos de cisteina como bom alvo para o
desenvolvimento de inibidores antiparasitarios especificos (Gomez-Puyou et al., 1995;
Garza-Ramos et al., 1996; Olivares-lllana et al., 2006; Velanker et al., 1997; Rodriguez-
Romero et al., 2002).

J& o composto 3-BromoPiruvato (3-BrPA) é uma substéncia que tem como
caracteristica principal a capacidade de alquilar grupos (-OH) e tiois (-SH) de proteinas
e peptideos em diversos organismos e em Varias enzimas. Trata-se de um composto
pequeno, e divido a sua acdo depressora do fluxo glicolitico e da fosforilagcdo oxidativa
consegue inibir a producdo de ATP. (Fonda, 1976).

Assim, devido as propriedades apresentadas pela molécula 3-BromoPiruvato, varios
pesquisadores do Mundo comecaram a testa-lo com diferentes alvos, como descrito por
(Pry e Hsu, 1978) em figado de pombos e de pato por e de pato por (Satterlee e Hsu,
1991). Porém, nenhum estudo que evidéncia o poder de inibicdo da enzima Triose
fosfato Isomerase por esta substancia foi identificado na literatura, assim este nosso
estudo apresenta dados importantes para a sociedade ciéntifica.

E ap6s a realizacdo do nosso experimento, onde foi feito a incubacdo de diversas
concentragdes do composto 3-BromoPiruvato com homogenatos de larvas, concluimos
que a molécula possui grande poder de inibicdo do homogenato de larvas do mosquito

Aedes aegypti..

7-Conclusodes
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A AeTIM apresentou 7 cisteinas por mondmero. Estes residuos sdo 7, 25, 43, 66, 127,
143 e 217.

Apesar de ser uma proteina conservada, a comparagdo entre a sequéncia de aminoacidos
da AeTIM e da TIM de Homo sapiens indica que os residuos de cisteina 7, 25, 43 e 143

sdo exclusivamente ndo conservados na AeTIM;

Com a andlise da posicdo dos aminoacidos que apresentaram ser especificos para a
sequéncia de aminodcidos do mosquito Aedes aegypti através da estrutura
tridimensional, podemos perceber que a cisteina 143 encontra-se em uma regido de facil
acesso, podendo ser estuda futuramente como forma de inibicdo para a enzima Triose

fosfato Isomerase no mosquito Aedes aegypti.

A Estrutura tridimensional construida da AeTIM conteve as caracteristicas
fundamentais da enzima Triose fosfato Isomerase, como formato de barril,

homodimeros, 8 alfa hélice e 8 folhas betas por dimeros.

Percebemos que a fase de desenvolvimento do mosquito a qual apresenta maior
atividade enzimatica é a fase de larva, principalmente a L1, podendo ser explorada

futuramente como alvo para inibi¢do da enzima Triose fosfato Isomerase.

As substancias DTNB e MMTS, as quais reagem com grupamento sufidril de cisteinas
expostas apresentaram possuir grande poder de inibicdo da enzima Triose fosfato
Isomerase em larvas do mosquito Aedes aegpti, onde a mesma foi inibida com pequenas

concentragOes das drogas.

Ja o composto 3 Bromopiruvato, o qual é descrito na literatura como agente alquilante
de hidroxila (OH) e tidis (SH), apresentou grande poder de inibicdo frente a enzima
Triose fosfato Isomerase em larvas do mosquito Aedes aegypti, contribuindo
grandemente para o desenvolvimento de inibidores para este vetor, pois até 0 momento,
nenhum estudo havia sido realizado com esta droga com o intuito de inibigdo da enzima

Triose fosfato Isomerase do mosquito transmissor da dengue.
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