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RESUMO

Atualmente, a dengue é considerada a arbovirosg imaortante do mundo, emergindo em
paises onde a doenca parecia erradicada e reskurgim paises onde antes estava sob
controle. Apesar de todos os esforcos de pesqumpreendidos na produgédo e
desenvolvimento de uma vacina contra a doencaaané se dispde de uma terapia
preventiva eficaz; a Unica alternativa de mane® dlias atuais se da através do combate ao
anico elo vulneravel, o mosquito vetdedes aegyptiApesar dos programas de manejo das
populacdes de vetores disporem de varias opco@ssetcidas sintéticos, o surgimento de
populacdes resistentes apresenta-se como um entiaantrole desse mosquito vetor. Além
do monitoramento dessas populacdes resistentesutse evidente que estudos moleculares
podem ser a chave para 0 manejo sustentavel desess. Assim, 0 presente trabalho teve
por objetivo avaliar as alteragbes na expressaeipaode larvas dée. aegyptiratadas com

o larvicida organicom-pentadecadienil-fenol, um lipideo fendlico isolade sementes de
Myracrodruon urundeuva fim de elucidar os possiveis mecanismos de detagdo e
resposta molecular a esse composto. Para issoeétizada eletroforese bidimensional
(focalizacdo isoelétrica seguida de eletroforese gah de poliacrilamida em condigbes
desnaturantes - SDS-PAGE) de larvas de terceid@diestratadas comm-pentadecadienil-
fenol, em concentracdes subletais {C10,16 pg.mL), em comparacdo com um grupo
controle ndo tratado. Trespotsforam identificados como diferencialmente expressaloze
foram identificados consistentemente em bancosadesdlapds analise dos espectros obtidos
por espectrometria de massas (ESI-Q-ToF). Apdésabisardas vias nas quais essas proteinas
estdo envolvidas, foi proposto que o larvicide-pentadecadienil-fenol elicita a
superexpressao de proteinas que promovem a forntec®arreiras mais eficientes, e que
uma vez dentro das células promove um estresseatoxidque leva ao aumento do
metabolismo de degradacéo lipidica, desestabilizdgdmembrana lisossomal, aumento do
metabolismo em resposta ao estresse toxico e pbmente resulta em morte celular

programada (apoptose).

Palavras-chave: Aedes aegypti analise protebmica,mpentadecadienil-fenol, rotas
metabolicas, modo de acéao, larvicida



ABSTRACT

Currently, dengue fever is considered the most mapbd arboviral disease in the world,
emerging in countries where the disease seemedcated and reappearing in countries
where before was under control. Despite all thereffto produce and develop a vaccine
against the disease, there is not a preventivaplgeNowadays, the disease management is
through the eradication of the mosquito ved&edes aegyptiDespite the several options of
synthetic insecticides available for managementgmums of vector populations, the
emergence of resistant populations is presenteth adstacle in mosquito control vector. In
addition to monitoring these resistant populatiahfecame evident that molecular studies
may be the key to the sustainable management sé tectors. Thus, the present study aimed
to evaluate the changes in protein expressiorhef aegyptiarvae treated with the organic
larvicide m-pentadecadienil-phenol, a phenolic lipid isolatexn Myracrodruon urundeuva
seeds to elucidate the putative mechanisms of diettbon and molecular response to this
compound. For this, two-dimensional electrophorgs®electric focusing followed by
electrophoresis in polyacrylamide gel under demaguconditions - SDS-PAGE) of third-
instar larvae treated wittm-pentadecadienil-phenol, at sublethal concentrati®so 10.16
microg.mLY) was performed. The results were compared to atmeated group. Thirteen
spots were identified as differentially expressaald twelve were consistently identified in
databases analysis of the spectra obtained by spassrometry (ESI-Q-ToF). After analysis
of the pathways in which these proteins are inv\iewas proposed that the larvicide-
pentadecadienil-phenol elicits the overexpressibproteins that promote the formation of
more efficient barriers and that once inside tlscit promotes oxidative stress which leads
to increased lipid degradation metabolism, destaibn of lysosomal membrane, increased
metabolism in response to stress due to the mescubxicity and possibly results in
programmed cell death (apoptosis).

Keywords: Aedes aegyptiproteomicsm-pentadecadienil-phenol, metabolic routes, mode of
action, larvicidal
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1 INTRODUCAO

1.1 Insetos vetores de doengas

Vetores podem ser definidos como organismos irgdi@nios no ciclo de um
patogeno, atuando na propagacao deste entre hosged®odem ser classificados como
mecanicos, quando servem apenas para fim de tré@spa biologicos, quando possuem

papel importante na reproducéo do patégeno (RE¥1)20

Historicamente, doencas transmitidas por vetosssilltaram em inameras
pragas, como a peste bubbdnica no século XIV. Otagsinldgico, a bactéridersinia pestis
foi transportado da Asia até o continente europgavés de ratos que servem como
repositérios naturais desse microrganismo. As @dredi precarias de higiene e saneamento a
época promoveram a proliferacdo desses roedoressequentemente de seus ectoparasitas,
as pulgas, que atuaram como vetores transmitifai#@ria de ratos para humanos. Nestes, a
doenca mostrou-se tédo letal que foi responsavel peirte de milhdes de habitantes do
continente europeu, chegando a 1/3 da populacdld @tBLER, 2009).

Desde o final do século XIX, quando os artropoflgam apontados como
transmissores de doencas a humanos, centenasétgespe virus, bactérias, protozoarios e
helmintos foram apontados como organismos depessletg artropodes hematdfagos para
transmissao de patdgenos entre hospedeiros (GUBLEHR,). Hoje, estima-se que filariose,
malaria, leishmaniose, dengue, tifo, tripanossoen@a®utras pragas foram as responsaveis
por mais doencas humanas letais entre o século X\flicio do século XX do que todas as
outras combinadas. Além disso, desde o século XIX doencas apresentaram-se como
entraves no desenvolvimento de grandes éareas drspiespecialmente a Africa; somente
apos o controle dessas doencas é que grandes atmas,0 Canal do Panama, puderam ser
concluidas (PHILIP; ROZENBOOM, 1973).

Em geral, esses artropodes hematofagos pertencéasse Insecta, que inclui
pulgas, piolhos, mosquitos, dentre outros. Os nitmxjupor sua vez, destacam-se pela
presenca em quase todos os habitats terrestretpeaqueles com baixas temperaturas. Das
3.500 espécies identificadas, aproximadamente 7&8itiam regides tropicais e subtropicais
(REITER, 2001). Em quase todas as espécies, asaséduws mosquitos obtém as proteinas

necessarias ao desenvolvimento de seus ovos attavépasto sanguineo. Tais hospedeiros



19

podem ser limitados a um pequeno numero de espéaigodem estra distribuidos entre

varios taxons, desde répteis a mamiferos. Duraqeaesso de repasto, 0 mosquito insere
uma mistura salivar no hospedeiro que contém, enitas substancias, o patdégeno que até
entdo habitava as glandulas salivares do insetdoEammuitos desses organismos sejam

inbcuos ao homem, alguns sdo patdgenos de impestdoencas humanas (REITER, 2001).

Dentre essas doencas, destacam-se a malariag@edéitariose, febre amarela
e encefalites que tém como vetores mosquitos derg@mophelesp.,Aedessp. eCulexsp.
Segundo a Organizacdo Panamericana de Saude, sosman008 foram relatados 243
milhdes de casos que resultaram em 863.000 medadp as criancas africanas as maiores
vitimas. Somente nas Américas, nesse mesmo amon fdocumentados 560.864 casos e 89
mortes (PAHO, 2012). Da mesma forma, a dengue taamkem se destacando nos dltimos
anos como uma epidemia no cenario mundial: 2,Dédlde pessoas estdo em areas de risco.
Em 2010, dos 2,2 milhdes de casos relatados, 78areram nas Ameéricas, dos quais

49.000 apresentaram-se na forma mais severa daal@atiHO, 2012).

No inicio do século XX, com a elucidacéo do cideovida dos patdégenos, 0s
programas de salde publica se voltaram para ootemopulacional dos mosquitos vetores
como medida de prevencgdo da transmissédo do patégereoos hospedeiros humanos. Entre
1900 e 1950, inumeros programas alcancaram essgvolatraves da eliminacdo de focos de
reproducdo aliado ao uso de inseticidas quimicos1860, doencas transmitidas por vetores

ndo eram mais consideradas um grande problemaide pablica (GUBLER, 1998a).

Entretanto, os efeitos benéficos desses progrdmasntrole tiveram uma vida
curta. Doencas que pareciam erradicadas reemergaai@cada de 70 e nos ultimos 20 anos
se intensificaram de forma assustadora (GUBLERGIBROGSTAD, 1996). Embora tenha
causa multifatorial, podem-se citar mudancas naroersocial e alteracbes inerentes aos
vetores como as duas grandes causas desse pradessenario social, modificacbes de
politicas de saude publica que enfatizam prograem@grgenciais em detrimento de
programas efetivos com visdo em longo prazo, bamoamudancgas no cenario econémico e

demografico, contribuiram para o aumento da popolaps vetores.

A explosédo populacional e a acomodacédo urbana fdéitejpda favoreceu o
aparecimento de novos focos de reproducdo e apooxithospedeiros sadios de
contaminados, facilitando a transmisséo. Mosqujtes antes habitavam florestas e perderam
seus habitats em decorréncia do desflorestamengoaran em direcdo a areas de alta
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densidade populacional, onde os hospedeiros s@mabies. Além disso, a popularizagédo de
viagens aéreas permitiu o carreamento de mosqdéoso de aeronaves entre diferentes
continentes. No que concerne a biologia do vet@urgimento de populacdes resistentes a
inseticidas quimicos que antes pareciam ser a@&wlggy.DTT) e aumento do fluxo génico

entre populagdes também favoreceu a proliferacaetdees resistentes (GUBLER, 1998a).

Assim, novas abordagens como rotacdes, mixagenssaicns foram propostos
como ferramentas de manejo (CURHSal, 1993). Estudos moleculares também tém sido
propostos para avaliar e predizer o estabelecimdmoopulacdes resistentes, com o intuito

de controlar o nimero de casos de doencas tradamjibr esses vetores.
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1.2 Dengue

1.2.1 Consideracoes gerais

A dengue é uma doenca cujo agente etiolégico évimms do género
Flavivirus, com quatro sorotipos distintos (DEN-1, DEN-2, DBN DEN-4), e tem como

vetor mosquitos do géneAedes comoAe. albopictue Ae. aegypti

Nas ultimas quatro décadas a dengue tem sido recolahcomo uma das mais
importantes doencas transmitidas por virus, emgogem paises onde a doenca parecia
erradicada e ressurgindo em paises onde antes esthvcontrole (OOIl; GUBLER, 2009).
Tal fato deveu-se principalmente ao manejo inaddoud mosquito vetor, a urbanizagéo
intensa e ndo planejada e a dispersao intercotdinéacilitada pelas viagens aéreas
(SHEPARDet al, 2011).

Dessa forma, cerca de trés bilhdes de habitaetesgides intertropicais, bem
como 120 milhdes de turistas visitantes dessass,as@® passiveis de contrair a doenca.
Estima-se que 50-100 milhdes de pessoas sejamtadéec a cada ano, resultando em
aproximadamente 24.000 mortes (SHEPA&LML, 2011). Assim como no cenario mundial,
a tendéncia de aumento do nimero de casos an@ap&g repete também no Brasil: desde a
década de 1990 vém ocorrendo epidemias (FIGURADiyante o ano de 2010, que
apresentou o maior numero de casos até entdo, forltadas mais de um milhdo de
ocorréncias; destas, 656 chegaram a Obito devidonaplicacbes no quadro da doenca
(SES/SINAN, 2012).

No Ceara, até a 442 semana epidemiologica de 2042 notificados 69.683
casos, sendo Fortaleza o municipio detentor dormaimero de casos (76,8%). Comparado
ao ano de 2011, os casos do corrente ano totahpaoximadamente 84% dos casos do ano
anterior (SMS/SESA, 2012).

Os custos gerados pelo tratamento de pacientessgdomas nos casos de
dengue classica e dengue hemorragica, especialmenBrasil, sdo também notaveis: em
2010 foram gastos 1,35 milhdes de dolares, 42%usim ¢otal de todos os paises da América
juntos (SHEPARDet al, 2011). Assim, tendo em vista a tendéncia no atorge nimero de
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casos, faz-se necessaria a mobilizacédo da poputagas entidades de saude publica a fim de
controlar as epidemias que se repetem ao longards

Figura 1 - Numero de casos de dengue no Brasperiodo entre 1990-2011
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Fonte: Adaptado de Secretarias Estaduais de S&kt®) e Sistemas de Informacdes de Agravos de
NotificacBes (SINAN) (2012).
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1.2.2 Vetores e ciclo de vida

Os vetores da dengue sao fémeas de mosquitos derog@&edes
(Diptera:Culicidae), sendo apontadde. aegypti Ae. albopictuse Ae. polinesiensjsnos
quais ja foram isoladas o agente etiologico da cke® principal vetor €, entretantbe.
aegypti e, em algumas regides asiaticas,Ae. albopictusapresenta uma importancia
secundaria. Contudo, em algumas areas ruraigieo albopictuspode ser a espécie
transmissora predominante, devido a predilecdo gubientes de floresta. No Brasil,
entretanto, ndo ha evidéncia concreta de Aglealbopictusseja vetor da doenca (BRAGA;
VALLE, 2007).

Os mosquitos se desenvolvem através de metamarfwspleta e o ciclo de
vida compreende quatro fases (estagios): ovo, [@watro estadios), pupa e adulto, das quais

as trés primeiras fases sao aquaticas (FIGURA 2).

Os ovos sdo depositados dois a trés dias aposmenddicdo sanguinea em
superficies umidas logo acima da linha da aguaertdiy preferéncia por locais artificiais,
comumente no peridomicilio. As fémeas tém prefee@atimentar por sangue humano em
detrimento de outras espécies de mamiferos, e aevithquietude durante a alimentacéo
sanguinea, geralmente se alimentam de um numesaleoével de individuos, transmitindo o

virus para multiplas pessoas em uma Unica ref¢ @8BLER, 1998b).

As larvas sao providas de grande mobilidade e el@sisnam alimentos, podendo
filtrar até dois litros de agua por dia (CONSOLIIREIRA, 1994). As larvas passam por
quatro estadios (L1, L2, L3 e L4), e a duracdo é@sedvolvimento larval depende da
temperatura, da disponibilidade de nutrientes deisidade de larvas. Sob condi¢des 6timas,
0 tempo necessario para completar o ciclo podelesesomente sete dias, incluindo os dois
dias da fase de pupa. A fémea € capaz de realizareras posturas no decorrer de sua vida,
mesmo copulando com um macho uma Unica vez, jaagquazena 0s espermatozoides em
suas espermatecas (reservatorios dentro do apaegiinodutor) (CONSOLI; OLIVEIRA,
1994).

Uma vez com o virus da dengue (que pode adqumavéd da picada de uma
pessoa infectada), a fémea torna-se vetor perneadardoenca. As fémeas infectadas podem

transmitir o virus a sua prole através de contagdimaransovariana, mas sua importancia
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epidemioldgica ainda néo foi esclarecida (ROS#NML, 1983), embora se saiba que o virus
persiste em numero suficiente para manter as gesagéguintes de mosquitos infectados
(JOSHI; SHARMA, 2001).

Figura 2 - Ciclo de vida de dipteros do génkedes
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1.3 Controle quimico de vetores e mecanismos deisténcia

Apesar de todos os esforcos de pesquisa empresngidoproducdo e
desenvolvimento de uma vacina contra a dengueaan@ se dispde de uma terapia
preventiva eficaz. Portanto, a unica medida de jpati@& doenca é através do combate ao
anico elo vulneravel, o mosquito vetor. Entretanotapntrole e eliminacdo desse vetor séo de
dificil concretizagdo, uma vez que essa espécleamente resiliente, mesmo em condi¢des
ambientais adversas. Aléem disso, a populacdo deuitos pode rapidamente voltar aos
nameros iniciais ainda que tenham seu ambientarpado por fenbmenos naturas.d.
condicOes de aridez extrema) ou por intervencoasahas €.9. medidas de controle). Essas
adaptacdes incluem a alta resisténcia do ovo &S0 e a capacidade de sobrevivéncia na
auséncia de agua por inUmeros meses, nas paredestdmeres ou outros recipientes que
acumulem agua. De acordo com o Centro de Contréleeeencédo de Doencas (CDC), um
exemplo de resiliéncia e resisténcia dessa espéapie mesmo apos a eliminacdo de todas as
larvas, pupas e adultos @e. aegyptide um criadouro ao mesmo tempo, a populacdo de
vetores se recuperaria em duas semanas como desdhaeclosdo de novas larvas apos a
adicdo de agua a contéineres contendo os ovos@suaaghegada da estacdo chuvosa (CDC,
2012). Apesar desses entraves bioldgicos que HW#mnua erradicacdo da doenca, sao
realizados esforcos continuos a fim de manter allpgo em numeros estaveis ou pelo
menos evitar explosdes populacionais que acarrataepidemias. As medidas de controle
incluem a eliminacdo dos criadouros potenciaiscagfio de larvicidas em depdsitos de agua
de consumo e o uso de inseticidas para as formdtagdo mosquito, principalmente durante

0s periodos de transmisséo (TAUIL, 2002).

O controle quimico com inseticidas de origem oiggiou inorganica € uma
das metodologias mais adotadas como parte do mauosjentavel e integrado para o
combate de vetores. Nessa categoria estao incloglosganoclorados, organofosforados e
piretroides.

Os organoclorados séo inseticidas compostos dermayr hidrogénio e cloro.
Nesta categoria esta incluso o DDT (1,1,1-tricl2y®-bis(4-chlorofenil) etano), primeiro
inseticida sintético utilizado em larga escala emados do século XX no controle de
dipteros vetores. Embora seu mecanismo de acéda a#ml seja claramente estabelecido,

sabe-se que ele atua nos canais de sodio, impeskndichamento e causando alteracao no
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balanco dos ions sédio e potassio, impedindo artrezsédo dos impulsos nervosos (WARE;
WHITACRE, 2004) Entretanto, o surgimento de popbdacresistentes de mosquitos vetores
de doencas de inUmeras espécies, e a comprovacéopdoto negativo sobre o meio
ambiente restringiu 0 seu uso e até resultou ndoaeimento em diversos paises (KAeE
al., 1999; FOGHTet al, 2001).

Ja os organofosforados incluem todos os inseicatganicos que contém
fésforo em sua composicéo. Distinguem-se dos odaramios por serem mais instaveis e,
portanto, menos persistentes no ambiente, ndoweudendo nos tecidos dos animais; em
contrapartida, demandam uma renovacdo periodicasui®e aplicacdo. S&o também
considerados mais toxicos para mamiferos que anocdiprados (WARE; WHITACRE,
2004). Neste grupo estao incluidos o paration, tmalafenitrotion, que atuam sobre insetos
adultos, e o temephos, usado no combate as lareamendado pela OMS para uso em
agua potavel (CHAVASSE; YAP, 1997). Os organofceafims atuam fosforilando a enzima
acetilcolinesterase, inativando-a de forma irrdvets Assim, impedem a interrupcédo do
impulso elétrico, causando paralisia seguida detandto Ceara, os primeiros casos de
resisténcia ao temephos foram registrados em 1BBINASA, 1999), quando a Rede
Nacional de Monitoramento da Resisténcia Akxles aegypta Inseticidas (MoReNAa)
entrou em vigor como parte do Programa NacionaCadetrole & Dengue (PNCD). Apesar
de ter sido proibido o seu uso em muitas cidadeslezada a substituicdo pelo biolarvicida
Bacillus thuringiensis israelens{8ti), até 2010 o temephos ainda era utilizadocadgnmas
cidades cearenses, incluindo Crato e Barbalha (L&¥&L, 2011). Populacdes resistentes ao
malation também foram detectadas, levando a suig§iit por novos inseticidas, agora da

classe dos piretroides.

Os piretroides, embora tenham o0 mesmo mecanismoagid dos
organoclorados (através da abertura de canais dle do6s neurdnios), apresentam baixo
impacto ambiental: sdo biodegradaveis, ndo cumokte ndo toxicos para mamiferos e
aves. Entretanto, em alguns casos podem causarsdmgéilidade em humanos e séo
considerados altamente téxicos para animais agsatBRAGA; VALLE, 2007). Nesse
grupo se encaixam os adulticidas cipermetrina,adwsdtrina, zeta-cipermetrina, dentre

outros, todos fotoestaveis.

Apesar dos programas de manejo das populacOestates/elisporem de varias

opcOes de inseticidas, o fenbmeno da resisténoiase mostrado como um entrave no
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controle dessas populagdes. “Resisténcia” podedsknida como a habilidade de uma
populacao de insetos de tolerar uma dose de imtzeteie, em condigbes normais, causaria
sua morte (BRAGA; VALLE, 2007). Tal caracteristi&agenética; assim, alguns individuos
podem apresentar alelos que |he sejam favoravemsp qor exemplo, um gene que |he
confira resisténcia a um determinado grupo quimd@sim, as pressdes seletivas impostas
pelo uso continuo desse inseticida permitem o atomea frequéncia de individuos

resistentes na populacéo de vetores.

InUmeros relatos de populacdes resistenteAaleaegyptia organofosforados e
carbamatos tém se tornado recorrentes em diveedessp inclusive em cidades brasileiras
(BRAGA et al, 2004; LAURENTINO DE CARVALHOEet al, 2004). Os inameros estudos
dos mecanismos de resisténcia mostram que estdsnsi@olos e incluem, principalmente,
uma diminuicdo na taxa de penetragdo do composimicu através da cuticula,
detoxificacdo metabdlica aumentada e diminuicascealssibilidade do sitio alvo (BRAGA,
VALLE, 2007). Em geral esses mecanismos conferesistéacia cruzada a outro inseticida

estruturalmente relacionado.

De forma geral, a resisténcia a inseticidas € lbasem alguns mecanismos nao
mutuamente exclusivos: 1) mecanismos comportanseri2yiespessamento da cuticula, 3)
atividade aumentada da maquinaria metabdlica e utagies pontuais nos sitios alvo de
inseticidas que reduzem ou eliminam a sensitividade inseticida (ONSTAD, 2007;
FRENCH-CONSTANT; DABORN; le GOFF, 2004; HEMINGWAYFIEL; VONTAS,
2002; LI; SCHULER; BERENBAUM, 2007).

Sob o aspecto bioquimico, a detoxificacdo enzirmatietém o papel mais
relevante: a alteracdo da enzima ou mesmo dos meuas reguladores aumentam a
capacidade de metabolizacdo dos xenobidticos. iAsipais enzimas pertencem ao grupo das
glutationa-S-transferases (GSTs), mono-oxigenasgs CYPs) e esterases (HEMINGWAY;
RANSON, 2000), e atuam de forma mais eficiente ewividuos resistentes ao se
apresentarem em niveis mais altos e/ou com atigidiaetabdlica aumentada. Linea al
(2011), em um estudo de populacdes resistentesedaegyptiem cidades do interior do
Ceara (Crato e Barbalha), constataram que a raedoesisténcia ao organofosforado
temephos chegou a 192.7 vezes a razao de resisténiihhagem controle Rockefeller. Além
disso, 15 minutos de exposicdo ao piretroide cipaina nao foi capaz de causar 100% de

mortalidade em um grupo de fémeas adultas, e fotzsarvadas mutacoes (lle1011Met) nos
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canais de soédio voltagem dependentes (intrinsedamexiacionados a toxicidade de
piretroides). Foram verificadas também alterac@ies atividades enzimaticas: houve
aumento de 1,55 vezes na atividade-@stereases e 1,98 vezes na atividade de GSTsajuand
comparadas a linhagem nédo suscetivel. Através siessaltados, torna-se evidente que os

estudos moleculares podem ser a chave para o narstgntavel desses vetores.

Segundo Liet al. (2007), o estudo dos mecanismos moleculares deéesa a
xenobioticos (naturais ou sintéticos) é considerada prioridade urgente. Mais importante
ainda € a utilizacdo desses dados no desenvohonenmplementacdo de programas de

manejo sustentaveis.

1.4 m-pentadecadienil-fenol

O cardanol (MM = 300) € um fenol amplamente en@mltrnas espécies
vegetais da familia Anacardiaceae, principalmeAteacardium) Rhus e Mangifera
(CORREIAEet al, 2006). Juntamente com o0 acido anacéardico ednlceompdem o liquido
da castanha de caju (LCC), uma substancia visagsarpregna o mesocarpo da castanha e é
liberado durante o processamento da améndoa (CHAVES 2008).

Sua estrutura é referida como a de um lipideo nawencional, devido a ligacéo
entre o grupo fenol e uma cadeia alquilica comzgurarbonos (CORREIAt al, 2006). A
cadeia alifatica pode conter até trés insatura¢éremno-, di- ou trieno), sendo o LCC
constituido de uma mistura dessas variantes, e®uposicdo pode ser alterada conforme o
método de extracdo (PRABHAKARAN; PAVITHRAN, 2000).

O cardanol é utilizado na manufaturacéo de prodathsstriais, como construcédo
e pintura (MENONet al, 1985) e como polimero (PARAMASHIVAPP4#t al, 2001). Na
FIGURA 3 esta representada a estrutura da molégu&apossui duas insaturacdes na cadeia
alquilica, localizadas em C-8' e C-11".

Estudos anteriores mostraram o cardanol como umnfetarvicida. Segundo
Oliveira et al (2011), a mistura de cardanol obtida do LCC agrtesi uma forte atividade
larvicida contraAe. aegypticom uma LG de 8,20ug.mL*. Souza, T.Met al (2012), apds
purificacdo do cardanol com duas insaturac@epgntadecadienil-fenol) de sementes de
Myracrodruon urundeuvgaroeira-do-sertdo), constataram que além da feotatividade

larvicida (LG, 10,16pug.mLY), o composto também apresenta atividade inibiideizclosdo
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dos ovos (I 49,79ug.mL™?) e pupicida (IG, 99,06 ug.mL™) contra 0 mesmo organismo.
Este trabalho relatou pela primeira vez a presatggie composto em sementes Me
urundeuva embora outros estudos tenham revelado a presiessa substancia em frutos de
Schinus terebinthifolius(aroeira-mansa), ambas pertencentes a familia Adiacaae
(STAHL; KELLER; BLINN, 1983).

Estudos de toxicidade contra organismos nao almeodstram que a fragao rica
em m-pentadecadienil-fenol ndo é deletéria a mamifaras, apresentando toxicidade contra
camundongos fémeas (B> 5.000 mg.kd). J& o m-pentadecadienil-fenol isolado, apesar de
apresentar-se altamente toxico contra o microaeastanarinhoArtemia sp. (LGo 1,47
ug.mLY), ndo causou hemolise de hemacias em amostramndaeshumano dos tipos A, B,
O, nem em amostras de sangue de coelho (dadosibBcapos).

Assim sendo, tais estudos tém reforcado a eficghxa-pentadecadienil-fenol
como um larvicida passivel de ser incorporado aogramas de manejo ao vetor da dengue,
tendo em vista a facilidade de obtencao, a biodiegihidade e a baixa atividade toxica contra
mamiferos quando comparada a atividade toxica &antretor alvoAe. aegyptiTendo em
vista esta aplicabilidade em campo, estudos maeesiivisando ao melhor entendimento dos
processos que culminam com a morte da larva saess@tos para melhorar o manejo e

controle das populagdes submetidas ao tratamentiessa substancia.

Figura 3 - Estrutura do-pentadecadienil-fenol (cardanol dieno)

OH
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1.5 Protedbmica

1.5.1 Conceito e aplicacdo

A protebmica visa a analise do conteudo de prasedi® uma célula, tecido ou
organismo. Ela se destaca como uma vertente Unit@otbgia molecular porque lida com a
analise simultanea de varias proteinas, distanoctaadda abordagem classica, na qual uma
proteina é isolada por vez e entédo caracterizaBRAJK SILBERRING, 2008). Estabelecida
em 1985 como um conjunto de metodologias paraifa@mtproteinas em larga escala, vem
se expandindo desde entdo em diversas areas c@senviblvimento de métodos rapidos e
ultrassensiveis para a separacédo de proteinasfdsioética, cristalografia e espectroscopia
(KRAJ; SILBERRING, 2008).

Embora a gendmica tenha sido imprescindivel pap#&lagia molecular ao
fornecer o diagrama dos possiveis produtos génriessproteinas -, € importante salientar,
que desde o inicio do Projeto Genoma na década986 fornou-se evidente que o
comportamento desses produtos génicos seria dificihté impossivel de predizer apenas
com as informacfes da sequéncia do DNA, uma vezuquenesmo gene pode codificar
diferentes polipeptideos. Isso se deve ao fataudeatpuns transcritos eucariéticos produzem
RNA’s mensageiros (MRNA) que podem ser processatosmais de uma forma para
produzirem diferentes mMRNA’s, e assim diferentesippptideos: transcritos complexos
podem ter mais de um sitio para clivagem e poligalgio ou padrdes daplicing alternativo
ou ambos (NELSON; COX, 2011). A escolha de diferersitios de clivagem para adicdo de
80-250 residuos de adenina (poliadenilacdo) gemagyxemplo, a diversidade nos dominios
variaveis de das cadeias pesadas das imunoglob(8@GHIBLER; MARCU; PERRY, 1978;
TAKAGAKI; MANLEY, 1998). Os padrbes desplicing produzem variantes proteicas
distintas funcional e estruturalmente através dmada de éxons em diferentes arranjos.
Através desse processo sdo produzidas trés forifererndes de uma cadeia pesada de
miosina nos diferentes estagios de desenvolvimgafrosophila melanogastea partir de
um mesmo transcrito primario (BERNSTEIMt al, 1986). Ambos 0s mecanismos
(poliadenilacdo esplicing alternativo) atuam em conjunto quando um Unicasttéto de
RNA é processado diferentemente para produzir #oisnénios distintos: o horménio
regulador de célcio (calcitonina) na tireoide dtora o peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) no cérebro do rato (LEFF; EVAR®ENFELD, 1987). Existem muitos
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padroes desplicing alternativo e muitos, talvez a maioria dos genes genomas de
mamiferos, estdo sujeitos aplicing alternativo, aumentando substancialmente o nuhero
proteinas por eles codificadas (BLENCOWE, 2006).

Assim, a deteccao direta dos niveis das proteirasnd determinado sistema
(célula, tecido ou 6rgéo) reflete 0 ambiente eades@ uma vantagem evidente ao detectar as
mudancas que ocorrem apds o passo de transcrig@oliegdo, dando respostas concretas
sobre niveis de expressao proteica. Tais estudd®ta podem auxiliar na criacdo de mapas
que representam a localizacéo dessas proteinasagies celulares (DHINGRe al, 2005).
E, uma vez que o proteoma tem uma natureza muit@ndca em resposta aos estimulos
internos e externos, a definicdo mais apropriada @déermo seria 0 complemento proteico de
um determinado sistema em um determinado momentdyindo todo o conjunto de

isoformas e modifica¢des proteicas (de HOOG; MARBD4).

Dentre ferramentas que foram desenvolvidas paredabo estudo do proteoma
se encontra aquela que consiste de trés etapagpprg 1. separacao de proteinas através de
eletroforese bidimensional (2-DE), 2. identificaghEstas por espectrometria de massas e 3.
extragdo de informacbes de bancos de dados atdevéBioinformatica. A eletroforese
bidimensional € um método fundamental de separacé@entificacdo de proteinas, pois
possibilita a visualizacdo de um grande numero d#eas simultaneamente e suas
diferentes isoformas (HAYNES; YATES, 2000; LOW; SBO CHUNG, 2002). Neste
método, na primeira dimenséo yomol proteico é submetido a focalizacao isoelétricaiess t
de pH imobilizado, durante a qual as proteinas s&maradas entre si por seus pontos
isoelétricos (pl). Na segunda dimenséao, as pratesfa separadas em gel de poliacrilamida
(PAGE) por suas massas moleculares (MM) (GGR@I, 2009). Os polipeptideos sdo entdo
identificados nos géis apods a coloragdo como pegupontos gpoty, que podem conter
isoformas com coordenadas especificas de pl e madsaular.

No contexto da protedmica comparativa, onde o vbjet observar diferencas
qualitativas e quantitativas entre amostras praseia técnica de 2-DE em geral € o método
de escolha e gera dados em um formato que possibiia avaliacdo visual (com a
observacdo do aparecimento ou desaparecimentspots e comparacdes quantitativas (por

meio da intensidade dgpots medida por ferramentas de bioinformatica).

Melhorias na area de identificagdo de produtos égiobs através da
espectrometria de massas (MS), também promoveravar;o da protedmica. O método de
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MS baseia-se na mensuracéo da relacdo carga magsdd ions na fase gasosa, e embora
seja um método destrutivo, isto é, a amostra éucoits durante o processo, tudo isto é
suplantado pela velocidade, acuracia e sensibdidda técnica (JONSSON, 2001). As
técnicas de ionizacado desenvolvidas para ionizdedproteinas e peptideos dividem-se em
duas categorias que incluem o MALDMdtrix-assisted laser dessorption ionization
dessorcao/ionizacdo a laser auxiliada por matr@&| Electrosprayionization— ionizagéo
por eletrovaporizacdo). Combinados com os analisadde massa, como o TOtme-of-
flight — tempo de voo) e quadrupolos (Q), houve um auwmeatsensibilidade e acuracia
(AEBERSOLD:; MANN, 2003).

Somando-se a isso, as ferramentas de bioinformaicaaram-se parte
fundamental dos estudos protedmicos. Programas odgputador facilitaram a analise
simultanea de varios géis em um periodo de tengmavel, e indmeros bancos de dados com
informacBes sobre proteinas ja sequenciadas e ifidetds permitiram o facil

reconhecimento desses produtos biolégieas. NCBI, TTEMBL, Swiss-Prot).

1.5.2 Andlise protedmica comparativa em insetos

Um dos primeiros estudos envolvendo a analise @mut&x comparativa em
insetos foi o de LeyyBulet e Ehret-Sabatier (2004), no qual foi real@Zaccaracterizacdo das
proteinas da hemolinfa dgrosophila melanogastegntre um grupo néo tratado e um grupo
infectado com bactérias ou fungos ap0s horas deiliagio desses micro-organismos. Em um
estudo similar, Vierstraetet al. (2003), analisam o proteoma da hemolinfa do mesmo
organismo minutos apds desafio com leveduras ettt Em ambos os estudos os autores
foram capazes de identificar flutuagbes nos nideisuma proteina em particular, e foram
também capazes de |hes atribuir um papel funciamaho por exemplo, antimicrobianos

responsivos a stress oxidativo.

Desde entdo, alguns trabalhos enfocando o estiparativo do proteoma
entre grupos submetidos a algum tratamento e umogcontrole de organismos ja foram
publicados (BIRONet al, 2005; LEFEVREet al, 2007; BAYYAREDY et al, 2009;
PATRAMOOL et al, 2011; CANCINO-RODEZNt al, 2012; DUNCANet al 2012).
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Tais trabalhos abordam principalmente a respassairgsetos a infecgdes por
micro-organismos. Biroret al (2005) observaram o efeito da infeccdo do miaddpo
Vavraia culicissobre as proteinas de larvasfde aegyptiencontrando cerca de 30 proteinas
que tiveram suas expressodes alteradas em relagfoi@m controle. Duncaet al. (2012), ao
infectar larvas dé\e. aegypticom duas espécies de microsporidios, parasitasarmatiessa
espécie, encontraram alterac6es nos padrées dessfips de cerca de 10 proteinas. Estudos
envolvendo outros insetos vetores, como o0 de Lefewsial (2007), enfocam as alteracdes
causadas pelo agente etiologico da malaria, o zwatm Plasmodiumsp., no proteoma da
cabeca do inseto vetor da doensappheles gambiaé\ssim como outros estudos anteriores,
também foram encontradas alteragfes que podemaamomtodo de agao.

Tendo em vista esses resultados obtidos em estudesores, ndo ha duvida de
que a protedmica pode fornecer informacgfes relegaaterca do modo de acdo a nivel
celular e molecular, ao apontar alteracdes nosfpadde expressdo de moléculas chave
daquele organismo em diferentes condicdes. A dplidade desses dados em programas de
manejo de resisténcia a inseticidas de insetogegtpor exemplo, é uma grande aliada na

supressao de novas epidemias.

Assim, este estudo tem por objetivo 0 estudo proteo de larvas dAe. aegypti
intoxicadas com o inseticida-pentadecadienil-fenol, com o intuito de enten@er modo de
acdo, os possiveis mecanismos de detoxificacaoveashioquimicas elicitadas durante o
processo. Os resultados obtidos serdo utilizadosocsubsidios em futuros estudos que
possam usar essa promissora substancia nos pragdareantrole do vetor da dengées.

aegypti.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar as alt@aqa expressao proteica de
larvas deAedes aegypt@pos intoxicagcdo com o larvicida m-pentadecadienibl isolado de
sementes déyracrodruon urundeuvaomo estratégia na elucidacdo dos mecanismos de

acéo larvicida.

2.2 Objetivos especificos

Este trabalho teve como objetivos especificos:

» Purificar o composto m-pentadecadienil-fenol deesgtes déVl. urundeuva;

» Avaliar a atividade larvicida do m-pentadecadidaiel contra larvas de 3°
estadio dé\e. aegypfi

* Identificar as proteinas diferencialmente expressg®s eletroforese
bidimensional de larvas submetidas ao tratamemnto doses subletais de m-
pentadecdienil-fenol;

» lIdentificar as rotas bioquimicas afetadas através fdrramentas de

bioinformatica e a relagdo com o modo de acéocesposta a intoxicagao.
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3 MATERIAIS

3.1 Material biologico

3.1.1 Sementes de Myracrodruon urundeuva

Sementes dél. urundeuvaforam coletadas na regido de caatinga arbdrea no
municipio do Crato, Ceard, no més de agosto de, 200épositadas no banco de sementes do
Laboratério de Bioprospeccdo de Recursos RegiodaisDepartamento de Biologia
(Bioprospec). Partes aéreas da planta também fomdetadas e prensadas para posterior

depdsito no Herbario Prisco Bezerra e obtengcaaidwero de voucher (EAC 4356).

3.1.2 Insetos e alojamento

As larvas em 3° estadio dee. aegyptiforam obtidos da colénia de mosquitos
mantida no Insetario de Culicideos do Bioprospexlakvas, anteriormente aos bioensaios,
foram mantidas em bandejas de plastico (30 cm gdbcontendo agua declorinada, sendo
alimentadas diariamente com racéo para tartarugpt¢ife, Alcon®, Camboril, Brasil), sob
condi¢des Otimas para desenvolvimento, com umid@de 80%, temperatura 27 — 30 °C e
fotoperiodo 12 h claro/12 h escuro. Os insetos nes@entes dos experimentos foram

sacrificados por fervura em agua por 15 min.

3.2 Reagentes quimicos

3.2.1 Reagentes para eletroforese

Os reagentes para eletroforese tris-hidroximetinametano (TRIS) e
glicina foram obtidos comercialmente junto a Vefadmica Fina Ltda (Duque de Caxias,
Brasil). Outros reagentes como a acrilamida, azal l@romofenol, coomassie G,

iodoacetamida foram adquiridos junto a Sigma-All@o (Saint Louis, USA).
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Agarose, uréia, tirouréia, dititotreitol (DTT), dexl sulfato de sodio (SDS),
glicerol, CHAPS, IPG buffedmmobiline strips3-10 lineares de 18 cm, foram obtidos junto a
GE lifesciences (S&o Paulo, Brasil). Bisacrilamitiztrametiletiienodiamina (TEMED) e

persulfato de amdnio foram obtidos junto a Amrg&mon, EUA).

3.2.2 Outros reagentes

O fosfato de s6dio monobasico e dibasico, clore&tesd@dio, sacarose, acido
tricloroacético (TCA), acido fosférico, dimetilsakido (DMSO) e sulfato de amonio,
hidroxido de potassio, silica gel G60 e silicaggh cromatografia em camada delgada foram
obtidos junto a Vetec Quimica Fina Ltda (Duque dei&s, Brasil). Acetonitrila, bicarbonato
de amonio, acido trifluoroacético (TFA), fluorete denilmetilsulfonila (PMSF) foram
adquiridos junto a Sigma-Aldrich Co (Saint Louid)A). O kit de precipitacdo de proteinas

2D-CleanUp foi adquirido junto a GE lifesciencedd%aulo, Brasil).

3.3 Equipamentos

* Concentrador a vacuo Vacufuge Plus (Eppendorf, HagiA\lemanha)

* Cromatografo a gas Shimadzu TGA-50 (Shimadzu, Kiddpao)

« Espectrometro de massas Synapt G2 HDMS (Watersviltord, EUA)

» Focalizador Isoelétrico Ettan IPGphor 3 (GE lifesdes, San Francisco, EUA)
» Liofilizador Edwards L4KR (Edwards B.O.C. do Brasio Paulo, Brasil)

* Scanner ImageScanner Il (GE lifesciences, San BamEUA)

» Sistema de eletroforese Ettan DaltSix (GE lifesmsn San Francisco, EUA)

» Sistema de eletroforese miniVE (GE lifesciences, Bancisco, EUA)
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4. METODOS

4.1 Purificacdo do m-pentadecadienil-fenol de semiss deMyracrodruon urundeuva

4.1.1 Obtencéo do extrato etandlico bruto (EEB)Meurundeuva

Sementes foram moidas até a obtencdo de um poefindb00 g da farinha foi
adicionado 1,5 L de etanol 95%. A mistura foi entBiixada em repouso a temperatura
ambiente por 72 h para extracdo dos compostosmFogalizadas trés extracdes, sendo o
sobrenadante filtrado e submetido a evaporacaac@wowvgara obtencdo do extrato etanolico
bruto (EEB).

4.1.2 Isolamento e purificacdo do m-pentadecadieiethol

O processo de obtencdo do composto m-pentadedddisnl foi realizado de
acordo com o descrito previamente por Souza, €tMl.(2012). O EEB dé. urundeuvdoi
submetido a uma coluna filtrante apos sua mistaradgénea com silica G-60, sendo lavado
exaustivamente com hexano e o solvente retiradeyeporacdo a vacuo. A fracdo hexanica
foi submetida a um processo de transmetilagdo segonmétodo descrito pela IUPAC
(1987), com algumas modificagdes. A 500 mg da &rdg&anica foram adicionados 5 mL de
hexano e 5 mL de solugdo metandlica de hidroxidpatéssio (KOH) 0,1M. A mistura foi
entdo incubada em banho-maria e deixada em re@88o°C por 1 h. Apos esse periodo,
deixou-se a solucéo chegar a temperatura ambiesdeci®nou-se 5 mL de hexano e 15 mL
de HCI 5%. O sobrenadante (fase mais fluida) ftrago cuidadosamente e o solvente
evaporado, obtendo-se assim a fracdo saponifidavigacao transmetilada.

A fragdo saponificavel foi submetida a uma colenamatogréafica contendo
silica G-60 como adsorvente e as fracdes eluidaspasticbes hexano:cloroférmio. O perfil
dos constituintes foi realizado através de cromaf@yem camada delgada (CCD) de cada
uma das fracbes eluidas da coluna. Fracdes cors pguwhis foram reunidas, tiveram o
solvente evaporado e foram testadas quanto aadwidiolégica. O m-pentadecadienil-fenol

foi eluido da coluna com particdo hexano:clorof@rfy0:30 v/v) e a purificagcdo constatada
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pela existéncia de um Unigpotapos a realizacdo de cromatografia em camada dekgad

coloracdo com vanilina sulfarica.

4.1.2 Analise do m-pentadecadienil-fenol por CG/EM

A andlise quimica por CG/EM da fracdo contendo pemtadecadienil-fenol

foi desenvolvida em instrumento Shimadzu TGA-50 eona coluna capilar de silica fundida
DB-5 ms com dimetilpolisiloxano (30 m x 0,25 mm 2B um); gas de arraste: He (1
mL/min) no modo de velocidade linear constanteemeratura de injecéo foi de 80 °C e a
temperatura do detector foi de 200°C. O espectmabsa foi obtido por impacto de elétrons
a 70 eV. O composto foi identificado pelo tempae&tencéo e por comparagcédo dos espectros
de massa obtidos com aqueles presentes no bandadde (Instituto nacional de padrao
tecnoldégico - NIST-147.198) e por comparacao vist@ho os espectros publicados em
catalogo de espectros de massas (SILVERSTEIN, 2006)

4.2 Bioensaios contradedes aegypti

4.2.1 Ensaio larvicida e intoxicagéo das larvas compentadecadienil-fenol

O ensaio de avaliacdo da atividade larvicida eoA#&. aegyptifoi realizado
como descrito em Souza, T.kt al (2012). Vinte larvas em 3° estédio larval forastetadas
com pipetas Pasteur, colocadas em papel filtro pam@over o excesso de agua e entao
transferidas com um pincel para copos plasticosa#s/eis contendo, cada um, 50 mL das

solugbes-teste-pentadecadienil-fenol solubilizado em 1,5% de DMSO

Os testes foram realizados em triplicata, sob icoed ideais de temperatura (27
+ 2 °C) e umidade (80% =+ 10), com fotoperiodo de &fno/12 h escuro. O namero de
individuos mortos foi contabilizado apés 24 h. @toole negativo foi realizado nas mesmas
condi¢cdes das solucdes-teste, mas esse consistiasage agua destilada contendo DMSO
1,5%. Os dados de mortalidade obtidos foram uspd@s o célculo da Gb através de teste
estatistico Probit (FINNEY, 1971).
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A concentracao letal média foi a concentracdo delles para testar alteracdes em
nivel de expressdo das proteinas. Assim, as l&ovas intoxicadas compentadecadienil-
fenol por 24 h, sob as mesmas condi¢cdes previandestzitas. Apos esse periodo, as larvas
vivas foram selecionadas para analises poster@ras larvas mortas foram descartadas.
Larvas do grupo controle foram sempre testadas aeb mesmas condigcbes e
concomitantemente aos experimentos com o grupad@sa fim de minimizar os possiveis

efeitos da influéncia ambiental sob a expresséieioegn

4.3 Andlise protedbmica

4.3.1 Obtencéo das proteinas totais de larvag\ddes aegypti

Inicialmente foram realizados experimentos a fien s@ escolher o melhor
método de obtencdo de proteinasAde aegypti Dois tampdes foram escolhidos para o
processo extracao de proteinas: tampdo PBS pH),D4 1 de fosfato de sédio monobasico,
0,03 M de fosfato de sédio dibasico, 1,3 M de d¢tode sodio) e tampado English-Readdy pH
7,4 (2 mM de Tris-HCI, 50 mM de sacarose). Cingadatvas de terceiro estadio foram
utilizadas em cada teste para avaliar a eficaciaxtiecdo das proteinas. As larvas foram
coletadas com o auxilio de uma pipeta Pasteur,etadgs em microtubos Eppendorf® e
liofilizadas. Apds esse processo, as larvas laaidas foram maceradas em banho de gelo com
0 auxilio de um pistilo de microtubos em 340de tampéo (PBS ou English-Readdy), sendo
adicionados 1QL de PMSF 50 mM logo em seguida. Ap0s a maceraga&uspensao foi
centrifugada a 10.000 g, por 10 minutos a 4 °C, e ao final o sobrenadfmteetirado e o
precipitado descartado. Uma aliquota de cada smlo¢@etirada para a dosagem de proteinas
sollveis segundo a metodologia de Bradford (19E®). seguida foram separadas duas
aliquotas independentes das solucfes obtidas detayaghdo: uma aliquota foi utilizada para
precipitar as proteinas com solugcédo de TCA/acetomatra foi utilizada para precipitacao de

proteinas utilizando o kit 2D-CleanUp.

A precipitacdo com TCA/acetona foi realizada amiaendo-se lentamente 600
puL de uma solugdo de 10% de TCA diluido em acetagladg, agitando brevemente o
microtubo paulatinamente. Em seguida a misturadtocada em freezer a -20 é&ernight

e apos esse periodo foi centrifugada a 10.00@0Qoor 5 minutos a temperatura ambiente.
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Posteriormente foram realizadas lavagens com aeggelada apenas, na qual o sobrenadante
foi retirado, descartado, substituido por acetoreerdrifugado a 10.00Q g por 5 min. a
temperatura ambiente. Esse passo foi repetidovegses. Apds a ultima centrifugacdo o
excesso de acetona foi retirado epellet proteico remanescente seco a vacuo. Ja a
precipitacdo com o kit 2D-CleanUp foi realizado fowmme o manual do fabricante: ao tampé&o
contendo as proteinas foram adicionados precipgitarto-precipitante, seguido de lavagens
com agua e tampao de lavagem. Ao final do procdssurecipitacao foi obtido também um

pelletcontendo as proteinas precipitadas.

Foi realizado um processo alternativo de obtergd@® proteinas totais de
larvas, no qual um grupo independente (400 lafeashacerado em nitrogénio liquido. Apds
a maceracéo, foram adicionados 1,5 mL de 10% de 8i@A&cetona, e a mistura foi deixada
sob repouso a -20 °C overnight. Foram realizadasyéns com acetona gelada e ao final foi

obtido também urpellet

Aos pelletsobtidos foram adicionados 6@l de uma solucdo contendo 7 M de
ureia e 2 M de tiorureia. As amostras foram homegewlas, centrifugadas e o sobrenadante
retirado. A partir da dosagem de proteinas seguBdmiford (1976) foram separadas
aliquotas contendo cada uma i de proteinas para observacao do perfil eletroéor&m
gel de poliacrilamida 12,5%, conforme a metodologé Laemmli (1970), de 5 grupos
distintos: 1. proteinas extraidas de larvas conp@anPBS e precipitadas com TCA/acetona;
2. proteinas extraidas de larvas com tampdo PB&apjadas com kit 2D-CleanUp; 3.
proteinas extraidas de larvas com tampéao EnglislddRee precipitadas com TCA/acetona;
4. proteinas extraidas de larvas com tampao ErRgkstudy e precipitadas com kit 2D-
CleanUp e 5. larvas maceradas com nitrogénio lggusdguida de precipitacdo com
TCA/acetona.

4.3.2 Eletroforese bidimensional

A partir da escolha do melhor método de extracpreeipitacdo das proteinas,
foi realizada a eletroforese bidimensional das arassle larvas controle e de larvas tratadas

com o m-pentadecadienil-fenol.
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Aos pellets de proteinas obtidos ap6s extragdo com tampdo PBSe7
precipitacdo com kit 2D-CleanUp foram adicionadokiges de 9 M de ureia/tioureia e a
concentracdo de proteinas soluveis foi calculadeés do método de Bradford (1976). Apos
ajuste de concentracdes de proteina parau85@ram adicionados a solucédo 1% de DTT,
1% de CHAPS e 0,5% de IRsuiffer (3-10) e tragos de azul de bromofenol.

A solucgéo obtida foi entdo utilizada para reidtatade tiras de pH 3-10 linear
imobilizado (mmobiline strips GE) overnight sendo aplicadas 34()L de solucdo de
reidratacdo por cada tira. As tiras foram cobeda® 6leo mineral a fim de se evitar a
evaporacao dos reagentes. Apos 16 h, as tiras fembmetidas a focalizagc&o isoelétrica em
focalizador Ettan IPGphor (GE) a 20 °C, sendo aghbs 28.000 Vh, 7hA por tira, em 4
passosstep500 V — 820 V/h; gradiente 500-1000 V — 800 V/madiente 1000 — 5000 V —
7000 V/h;step6000 V — 19380 V/h). Apos a focalizacdo, as tfomam alocadas em tubos e

mantidas em freezer até a realizacdo da segundasnsifo.

Imediatamente antes da segunda dimenséao as psofedadizadas nas tiras foram
reduzidas com 1% de DTT em solucéo de equilibriongM Tris-HCI pH 8,8, 6M de ureia,
29,3% de glicerol v/v, 2% de SDS plv, tragos dartmi@nol) por 15 minutos sob agitacao
suave, conforme Souzet al (2010). ApOs esse periodo, a solucdo foi destarea em
seguida foi adicionada uma solucdo contendo 2,5%iodeacetamida em tampdo de

equilibrio.

Apoés 15 min. de agitacdo suave em contato comeataglquilante, as tiras
foram lavadas rapidamente em tampao de corridaeotracio 10 vezes e colocadas
cuidadosamente sobre os géis de poliacrilamida%d 2B sistema de eletroforese Daltsix
(GE). O espaco foi selado com solucéo de agaroskda (tampéo de corrida, agarose 0,5%,
tracos de azul de bromofenol). A amperagem inidade 15 mA por gel, aumentando-se
para 60 mA por gel apos 1 h de corrida. Ao totahrfo preparados 6 geéis para cada

tratamento (larvas intoxicadas e nao intoxicadas mepentadecadienil-fenol).

Apo6s o fim da corrida, procedeu-se o0 processo alerazdo com Coomassie
coloidal, de acordo com a metodologia descrita@amndianoet al. (2004). Inicialmente os
géis foram fixados com 30% de etanol e 2% de daslidrico em agua destiladavernighj.
Apos esse periodo, os geis foram lavados com sohie@cido fosforico 2% por 15 minutos,
sendo o processo realizado ao total de 3 vezesdidtamente ap0s a analise os géis foram
imersos em uma solugdo contendo 2% de é&cido fosfoti8% de alcool etilico e 15% de
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sulfato de aménio em agua destilada por 20 miag #nal desse periodo foi adicionado 2%
de solucdo de Coomassie (2% de Coomassie G-2500¢@%h de azida) por 72 h. Ao fim
desse periodo, a solucdo foi desprezada e os gamgidos em agua destilada até a

digitalizacao.

4.3.3 Digitalizacdo e analise dos géis

As imagens dos géis foram digitalizadas utilizaedm ImageScanner Il (GE
lifesciences, Sdo Paulo, Brasil) na resolucdo d& &fl, de acordo com a metodologia
descrita por Mourat al. (2006). As imagens foram salvas como arquivo denséo TIFF
(.tif) e analisadas com softwarePDQuest 8.0.1 (Bio-Rad Laboratories, Berkeley, US%
analise dos géis foi realizada de acordo com oritlegwor Souzaet al (2010). Um gel
sintético foi criado a partir dos mapas geis deadeatamento, e agpotsforam marcados em
diferentes regibes dos géis a fim de alinhar camenhte cadapot nos géis de diferentes
tratamentos. A andlise da intensidade de csutd foi realizada pelcsoftware através da

quantificacdo em partes por milhdo (ppm) da dedsiddica integrada total de cada gel.

Os valores da intensidade de cap@atem cada um dos tratamentos foram
importados para o programa estatistico Statviewaeeb.0 (SAS Institute Inc., Nesbit, EUA)
e submetidos ao teste de Shapiro-Wilk, onde a égedhula era de quespotpertencia a um
grupo de distribuicdo normal. Apos a andlise, apigiue ndo tinham distribuicdo normal
foram normalizados. Em seguida foi realizado cetdst Tukey (p>0,05) com todos gjsotsa
fim de se detectar aqueles em que houve diferdgeo#icativa nos padroes de densidade
Otica, indicativos proporcionais ao da densidadepddeinas naquelepot Agueles cuja
densidade apresentou-se diferenciada na compadacéuwedias entre controle e tratamento
foram conduzidos para um passo posterior de digesidentificacdo das proteinas.

4.3.4 Digestao triptica das proteinas

A digestdo das proteinas contidas spstsfoi realizada de acordo com Moura
et al (2006). Osspotsselecionados foram cuidadosamente excisados cumibo de bisturi

em seccdes de aproximadamente 1 mm3. Estes forpositleglos em microtubos contendo
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400 pL de solucdo de 50% de acetonitrila (ACN) em salugé bicarbonato de amonio 50
mM, sob agitacdo por 10 min. ApoOs esse periodoplresadante foi descartado e o
procedimento de lavagem repetido. Apos a tercaevagem, os géis ficaram na solucéo
ACN/bicarbonato de amdnio por aproximadamente 1&ohfinal desse tempo, a solucéo foi
descartada e substituida por 200 de acetonitrila, e a mistura permaneceu sob Gpta
constante por 5 min. A acetonitrila foi entdo desck e remanescentes desse solvente foram

evaporados a vacuo em SpeedVac Eppendorf® (GatrgrsEUA) durante 30 min.

Com os pedagos de géis descorados e desidratad@ntfio realizada a
digestdo enzimatica. 13 de solucéo de tripsina diluida em bicarbonat@maénio 50 mM
foram adicionados aos microtubos contendo os géisistura foi deixada em repouso por 60
min. para que a solugdo da enzima penetrasse camglete nos geéis. Foram adicionados
ainda 20uL de bicarbonato de amonio 50 mM. Todo o procedimém realizado em banho
de gelo. Posteriormente as amostras foram inculeddsanho-maria a 37 Wernighte em
seguida deixadas sob agitacdo por 30 min. Apddirada de uma aliquota de 20 dos
microtubos, foram adicionados 30 de solugdo de extratora de peptideos (50% de
acetonitrila e 5% de &cido trifluoroacético em agiestilada) e a mistura foi novamente
deixada sob agitacdo por 30 min. Ao fim de tréadawns, a solucdo contendo os peptideos
extraidos foi concentrada a vacuo até um volumal fde aproximadamente 10L e

acondicionada a -4 °C até a analise.

Todo o procedimento acima foi realizado adiciorsmite com um pedago do
gel em que ndo havia a presencasgets (controle negativo) e com um pedacgo do gel
contendo uma proteina conhecida excisada do marcaddecular utilizado (controle

positivo, ovoalbumina, 45 KDa)

4.3.5 Identificacdo das proteinas por espectroneetrde massas ESI-QUAD-ToF
(Electrospray Quadrupole Time of Flight)

Para andlise espectrométrica dos peptideos opfmaseguida a metodologia
descrita proposta em estudos anteriores (SOUZA,eL & (2012). Inicialmente, as amostras
digeridas foram injetadas em uma coluna UPLC CB3ufd x10 cm), com fluxo de 0.6
uL.min®. Os espectros foram obtidos em instrumento Syr@pt HDMSusando uma

aquisicdo dependente de dados onde os trés picgarittneds eram submetidos a
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espectrometria de massas. Fases moveis A e B timmisle 0,1% de acido formico em agua
e 0,1% de acido formico em acetonitrila, respeatisate. O gradiente utilizado foi de 0 min.
com 3% de B, aumentando linearmente para 30% da BOemin. e entdo aumentando para
70% de B em 40 min., permanecendo até 50 min. @@omo minuto diminuindo para 3%
de B. Os espectros obtidos foram utilizados padéissnno banco de dados Mascot 2012
(Matrix Science, Boston, EUA).

Os parametros utilizados no modo lon Search MS/M3uiam a pesquisa no
banco de dados NCBIr, considerando os valores @@ @om +1, +2 e +3, tolerancia dos
fragmentos de +0,6 KDa e tendo apenas uma clivggentida. As modificacdes variaveis
foram fixadas como carbamidometilacdo dos resideaosisteina e oxidacdo dos residuos de
metionina. A identificacdo foi considerada ndo ajuhi quando o escore da proteina foi
significativo (p<0,05), e pela coincidéncia proximda massa molecular e pl tedricos e

experimentais.

4.4 ldentificacdo de grupos ortologos e vias metalicas

As sequéncias das proteinas identificadas\eleaegyptino banco de dados
NCBI foi confirmada pelas sequéncias depositadasamzo de dados VectorBase. O banco
de dados para grupos ortélogos (COQuster for Orthologous Groupspara genoma
completo de eucaridticos (KOGkuKaryotic Orthologous Groupsfoi utilizado para
determinar a categoria funcional das proteinasa3@s$ sequéncias foram submetidas a uma
pesquisa do tipo BLASTp no banco de dados de KO® wma inclusdo e-valor de &%e

um limiar de identidade de sequéncia de aminoadd®@0%.

A Enciclopédia Kyoto de Genes e Genomas (KEGG) aan@ informacao
gendmica com informagdes de ordem funcional (KANEAIKL GOTO, 2000). O banco de
dados KEGGPathway reline inUmeros mapas metabdlicos representanddifeentes
processos celulares. Assim, as sequéncias obtidB<CBI e confirmadas no banco de dados
VectorBase foram utilizadas para analise no Servid® Anotacdo Automatica KEEG
(KAAS) utilizando-se o parametro de melhor sequérmidirecional, a fim de se obter os
mapas completos das vias metabdlicas nas quaisoésinas diferencialmente expressas

estejam envolvidas.
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5 RESULTADOS

5.1 Purificagdo dom-pentadecadienil-fenol de sementes déyracrodruon urundeuva

O processo de purificacdo do larvicida seguiu otgmao descrito
anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa e gaseh apenas uma entidade quimica apés
a obtencédo de um perfil idéntico ao obtido anteremte, com mesmo valor de Rf (fator de
retencdo) apos a realizacao de cromatografia emadantelgada e perfil de fragmentacdo em
espectrémetro de massas idéntico ao obtido antezite (SOUZA, T.Met al, 2012).

Essa fracdo, contendo o composto, apresentou ufimrento de 1,53% e mostrou

apenas um pico na analise CG/EM, com um perfitaignientacdo tipico dessa molécula.

5.2 Atividade larvicida do m-pentadecadienil-fenotontra Aedes aegypti

Esse composto apresentou atividade contra todestagios de vida, incluindo
ovo (IGs 49,79ug.mLY), larva (Clso 10,16 ug.mL™Y) e pupa (Cko 99,06 ug.mL™), sendo a

atividade contra o 3° estadio larval a mais potente

Assim, os estudos com este inseticida foram cdrembys no estagio larval,
que além de ter se apresentado como o0 mais swsdegdi tratamento com a molécula, €
também o estagio de vida imaturo de maior durde@oyecendo a mortalidade durante esse
periodo.

5.3 Andlise protedmica
5.3.1 Obtencéo das proteinas totais de larvas deée8eaegypti
Inicialmente, foi escolhido o melhor método de agéio e precipitacdo de

proteinas totais de larvas Ae. aegyptiForam escolhidos dois tampdes de extracdo (Englis
Readdy e PBS, ambos pH 7,4) combinados com domsdo®te precipitacdo (TCA/acetona e
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kit 2D- CleanUp). Além disso, adicionalmente foalizado um método de precipitacdo das

proteinas utilizando-se TCA/acetona em larvas naalesrem nitrogénio liquido.

Na TABELA 1 estdo descritas as concentracbes deeipas soluveis
mensuradas apos a extracdo com os tampdes desciitts A partir dos valores iniciais de
massa seca das larvas utilizadas, foi feita umaorantre a concentracdo de proteinas
sollveis apoOs a extracdo com os tampdes distintasn@ssa seca das larvas que foram
utilizadas em cada bateria de extracdo. Foi obdergae o tampéo PBS extraiu em média
30% a mais de proteinas que o tampdao English-Re@d8Q mg de proteina por massa seca

contra 0,21 de mg proteina).

Além disso, foi realizada uma eletroforese unidisi@enal em gel de
poliacrimalida 12,5% em presenca de SDS (SDS-PAdgEada uma das aliquotas obtidas
sob diferentes combinacfes de extracdo e pred@pitde proteinas (FIGURA 4). Nas raias 2
e 3 encontram-se as amostras nas quais as proferaas extraidas com tampao PBS e
English-Readdy, respectivamente, e precipitadas sologdo TCA/acetona; nas raias 4 e 5
encontram-se as amostras nas quais as proteiaas éxtraidas com tampéao PBS e English-
Readdy, respectivamente, e precipitadas com dkiCanUp; e nas raias 6 e 7 as amostras
nas quais as larvas foram maceradas em nitrog&nimld e submetidas a precipitacdo em
solucdo de TCA/acetona. Foi observado que, destrigatamentos, aqueles das raias 4 e 5
apresentaram os perfis de melhor resolucdo e aparente semelhantes em sua composicao,
sendo evidenciadas uma maior diversidade de basmaselacdo aos outros tratamentos.
Embora o tratamento das raias 6 e 7 tenha mostradovariedade proteicca com bandas
individualizadas, a diversidade € bem menor quaiotiaparada as raias 4 e 5, especialmente
na faixa entre 30 e 66 KDa. Assim, o0 método deae#it/precipitacdo escolhido em testes
posteriores foi composto de extracdo com tampéo $#gBida de precipitacdo com kit 2D-

CleanUp.
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Tabela 1 - Concentracéo de proteinas sollveis (hiY).me solucdes contendo as proteinas
totais de larvas déedes aegyptextraidas com tampdes English-Readdy e PBS earelac
concentracdo de proteinas por massa seca de larvas

Concentragéo de Relag&o mgP por
Massa seca de larvas ¢ ¢ grp

Tampao . proteinas soluveis massa seca de
utilizadas (mg) 1
(mg.mL™) larvas
English-Readdy 2,7+04 0,58 + 0,05 0,21
PBS
1,8+0,28 0,54 £ 0,07 0,30

I Tamp&o English-Readdy : 2mM de Tris-HCI, 50 mMsdearose, pH 7,4.

2 Tamp&o PBS: 0,07 M de fosfato de s6dio monobasi€8 M de fosfato de sodio dibasico, 1,3 M deeatmde
sédio, pH 7,4
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Figura 4 - Perfil eletroforético em gel de politammida 12,5% em presenca de SDS (SDS-
PAGE) de proteinas totais deedes aegyptsob diferentes condi¢cdes de extracé
precipitacdo Raia 1: marcador molecular; Raia #ag&o com tampéao PBS e precipite
com TCA/acetone; Raia 3: extracdo com tampao Hnfleaddy e precipitacdo ci
TCA/acetone; Raia 4: extracdo com tampédo PBS epsgdo com kit 2DCleanUp; Rai

5: extragdo com tampéao English-Readdy e precimptagin kit 2DCleanUp; Raias 6 e
larvas macexdas com nitrogénio liquido e proteinas precipgadan TCA/acetona. For:
aplicados 1mg de proteina/poco.

1

116 >
97 >
66 >
45>
36 >
29>
24>

14,2 >
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5.3.2 Eletroforese bidimensional

Apds o estabelecimento do melhor protocolo deagéity e precipitacdo das
proteinas, foi também estabelecido o protocoloatalizacdo isoelétrica no qual epots
seriam visualizados distintamente, e em maior vgdol. Inicialmente optou-se por uma
focalizacdo nas quais as primeiras horas serialzadas em baixas voltagens (500 V, 1000
V/h), com um gradiente suave até 1000 V (800 \deguido de um gradiente de 1000 a
10.000 V (16.500 V/h) e por fim ustepa 10.000 V (6.200 V/h). Entretanto, foi observado
que apos alcancar a voltagem maximaraatinha o gel partido no lado basico, impedindo a
focalizacdo completa. Assim, adotou-se um métodoqual a voltagem maxima seria
diminuida, passando de 10.000 para 5.000, tendbrp@r seguinte configuracastepde 500
V — 820 V/h; gradiente 500-1000 V — 800 V/h; gratee1000 — 5000 V — 7000 V/ktep
6000 V — 19380 V/h, com o total de V/h igual a 28.0Assim, foram realizados 6 géis de
cada tratamento (grupo tratado compentadecadienil-fenol e grupo controle) utilizarsgo
esses parametros. Em média, foram detectados 588 spndo 592,8 + 8,&potsno grupo
tratado e 585 + 8,7gpotsno grupo controle. O gel de referéncia e o ge¢étoo, gerado pelo
aplicativo PDQuest estdo representados na Figueaapresenta todos gpotsencontrados
no gel de referéncia, além de outgmotsadicionados de outros géis. Ao todo, 493 spots

foram detectados consistentemente em todos os géis.
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Figura 5- Mapa prote6mico bidimensional de larvaéeédes aegyptliesquerda) e gel sintético gerado paftwarePDQuest. Foramaplicados 35

ug de proteina/tira de pH 3-10 linear e a corriédreforética foi realizada em géis de poliacrilaani®,5%.
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5.3.3 Identificacdo das proteinas com niveis derespéo alterados e respectivos grupos
ortélogos

Apbs as andlises estatisticas, foram detectadospd® diferencialmente
expressos, seja no grupo controle ou tratado. BekPeforam identificados consistentemente
em bases de dados. Na Figura 7 estdo apontadpeissom expressao diferenciada entre os
grupos. Na Tabela 3 constam informacdes sobre waddosspotsidentificados, com dados
referentes as massas moleculares e pontos isce$ettas proteinas, tanto teéricos como
obtidos experimentalmente, bem como o escore derttwa dos peptideos identificados por
espectrometria de massas. Esses dados, aliadosléowalor de escores individuais dos ions

e um baixo valor dexpect permitem a identificacdo consistente das prosedéstudadas.

O spot de numero 1204 foi identificado nos bancos de slaclmmo uma
proteina hipotética déedes aegyptisto €, uma proteina cuja existéncia foi preditavés do
sequenciamento do seu genoma, sem, no entansigdecomprovada a sua expressavivo
(ZAREMBINSKI et al, 1998). Tal proteina figura como um transcritpobético do gene
anotado AAEL013766, e uma pesquisa BLASTp a paldirsequéncia predita revela a
presenca de 3 motivos peritrofina-A, ligantes digai(FIGURA 7). Os valores de massa
molecular tedrica (29,4 KDa), bem como o pl te6ridgh), sdo muito proximos daqueles
obtidos experimentalmente (Mr 29,8 e pl 3,8), esap€éa cobertura proteica dos peptideos ter
sido de apenas 7%, o peptid&?YQCSPGLAYDR? apresenta um alto escore (82) e um
baixo valor deexpect(3.86%). Tais evidéncias apontam, portanto, a possiegitidade dessa
proteina.
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Figura 6- Mapa protedmico bidimensional de larvasAltles aegyptitilizandose tiras cor
faixa de pH linear variando del®. Em vermelho estdo marcados os spots diferemei
expressos com o0s respectivos niumeros de idenéifici&pram aplicados 3%@® de proténa/tire
e a corrida eletroforética foi realizada em géispdéacrilamida 12,5%. Barrasevmelha
indicampixelsdos spots de géis de larvas tratadas e barrasswéedarvas controle
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Tabela 2 - Identificacédo das proteinas com niveiexpressao alterados de larvag\ddes aegyptratadas com o larvicida-pentadecadienil-
fenol em relacéo ao grupo controle

) ID da Mr/pl  Mr/pl Cobertura
Proteina ) - Escore L 3 ) _ Escore
Spot ) . proteina  tedrico exper. da sequéncia Expect Peptideos correspondidos 4
identificada . 1 ) MS/MS do ion
(9i) (%)
0.12 @APIVLYHFPMSPPSR® 46
_ 5.3 IISALLVAR @ 31
Glutationa-S- ” -
24,0/ 27,4/ 72 CONLGLDVEVK ®? 19
1107 transferase teta 14495354 177 30 33 18
GsT) 4,6 3,6 49 GALNLMAGEHMQEEFVK “® 19
0.94 UAYAAVAPLMR 129 38
67 12UQGATSIPQDK®Y) 20
Proteina hipotética 28,9/ 29,8/ 17 CULYGIFADPAK 2> 25
1204 . 157137284 107 7 o5 12 150
Aael’ 4,7 3,8 3.86 120y QCSPGLAYDR™? 82
1.76% ©IEvVVMNK (7 15
2.96% (OKPTTAPAEPAASSSATAPAESK? 92
, 0.064 (1¥SESGAQSEATAAASK!Y 49
Proteina Rad23 de 38,2/ 51,1/ 06 156 167
1508 157126297 360 25 1.1€ IS TEMGYSLEEAR!®? 97
reparo por excisao 4,7 4,0 168 179
0.00017 (168 ALEICDNNPDR®™ 75
6.2¢%? 2YEHPTFLEMK®3? 10
43 (49 QSSNPDLMR?®®) 22
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m-pentadecadienil- fenol em relagdo ao grupo coatrol
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) ID da Mr/pl  Mr/pl Cobertura
Proteina ) - Escore L 3 ) _ Escore
Spot _ N proteina  tedrico exper. da sequéncia Expect Peptideos correspondidos 4
identificada . 1 ) MS/MS do ion
(9i) (%)
7.6e% (188 VSLSEQNLVDCSGK!™®. 88
_ 38,0/ 29,2/ 28 95y PYEAIDDTCHFNPK?24 22
2209 Catepsina L 157132324 200 17 - 046
, 4,6 16 (232 GYVDIPQGDEEALKK®@4® 25
0.00079 GZDNHCGVATCASYPLVE 68
2701 5 galactosid 157108611 73,9/ 69,5/ 63 3 2.2 9L SILVENQGR"™ 34
-galactosiaase
J , 4,2 1.4 CGNLIIDSSPIR®®) 36
0.0029 GLVEIIANDQGNR®Y 63
0.97 ) TPSYVAFTADGER™) 37
0.57 EINQLTTNPENTVFDAK®" 39
72’2/ 77’4/ +03 103 114
2809 HSP70 94468818 . 834 29 1.3€ MEETDSTVQHDAKMY 6
' ' 3e® 139\ FAPEEISAMVLGK®%? 82
0.26 ISSETAEAYLGK 153 44
0.00066 18\ THAVVTVPAYFNDAQR 8V 68
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Tabela 2 (CONTINUACAO) - Identificacéo das prots com niveis de expresséo alterados de larvasdiss aegyptratadas com o larvicida
m-pentadecadienil- fenol em relagdo ao grupo coatrol

) ID da Mr/pl  Mr/pl Cobertura
Proteina ) - Escore L 3 ) _ Escore
Spot _ N proteina  tedrico exper. da sequéncia Expect Peptideos correspondidos 4
identificada . MS/MS do ion
(9i) ! 2 (%)
0.055 1B PHAGVIAGLNVMR 97 50
8.4e% (198 INEPTAAAIAYGLDK @ 54
0.024 (2EEELNMDLFR®%®) 77
0.0028 CS4DVDEIVLVGGSTRE® 63
72,2/ 77,4/ +02 377 86
2809 HSP70 94468818 61 6o 834 29 1.9¢ CTEFFNGKEPSIR®® 15
’ ’ 0.25 “E2EDLTGIPPAPR®?) 44
0.018 G2/ ITNDQNR 32 55
0.36 33 TPEDIER®*? 42
1.2 CEINELESYAYSLK®™®) 37
Ornitina 52,1/ 51,4/ 0.6 SEVQALTEQAK H40. 40
5509 _ 157109474 107 4 - "
aminotransferase 7.9 6,2 0.0006 A0S LNAIVINSK “19) 70
0.0026 (SRNPVHEQLIR®? 64
. 36’4/ 27’4/ 05 152 161
6202 Lipase 157115027 6 1 1 180 8 8.3 152y GGVGMIVSR®®Y 79

0.35 G29TNAQSPFARSY 43
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i ID da Mr/pl  Mr/pl Cobertura
Proteina . - Escore o 3 . . Escore
Spot _ N proteina  tedrico exper. da sequéncia Expect Peptideos correspondidos 4
identificada . 1 ) MS/MS do ion
(9i) (%)

0.14 “IRLPNFEDR®® 47
3.7 G NTMYVFEEMIDGK “9 31
0.04 CULTENINTTHENVK ©2 51
5.86% ('Ol PENVVAVPDVVEAAK @ 79
18 OUGLGAQLLGK 199 25
Glicerol-3-fosfato- 39,2/ 35,1/ 0.017 12T AVGLSLIK Y 56

6308 , 157120297 515 40 122 L6
desidrogenase 6,7 7.4 4 (122)GFDVAEGGGMELISHIITK®? 30
0.91 16ECETTIGCRY™Y 38
0.23 180D FQTPNFR!Y 44
25 @O NIVACGAGFVDGMGLGDNTK 229 23
1.6 (232) GLMEMIK @9 22
0.57 4OR\VDVFYPGSK?4) 36
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Tabela 2 (CONTINUACAO ) - Identificacio das prosercom niveis de expressao alterados de larvAsdies aegyptratadas com o larvicida
m-pentadecadienil- fenol em relagdo ao grupo coatrol

) ID da Mr/pl  Mr/pl Cobertura
Proteina . - Escore o 3 . . Escore
Spot _ N proteina  tedrico exper. da sequéncia Expect Peptideos correspondidos 4
identificada . 1 ) MS/MS do ion
(9i) (%)
0.0002 ©ISTAPPDLSFADGIDR'” 74
54 (OGPFSLFIPKE" 21
20 IONPVLFQYALAVAIQHRPDTK 139 22
6.6 (163 REEGSVVQR"? 29
1.7 (6P |PEAYFPK?™®) 36
0.00097 @8HANITLQDVNR %7 68
2.3e%® (2%8\/DNNTNVQVNDLER ®V 83
_ 78,3/ 69,3/ o5 a6 -
6712 Profenoloxidase 157130480 840 27 2¢ G18)LEAIDQGFVLDTQGNR®? 83
5’9 7’2 333 339
0.61 CNYTLDETRE3 41
6.76% (G40GIDILGDIVEASSLSPNQR*® 78
2 8y | EDYGVMGDVTTAMR ©%) 33
3e"’ “8N/EINNDTGAVR #% 103
0.0023 CIGTPLTFQEQR?Y 64
0.0015 ®48SDQSSVTIPYERSY 66

0.5 ©46AMGFPFDR®®) 41



Tabela 2 (CONTINUACAO ) - Identificacio das proercom niveis de expresséo alterados de larvAsdies aegyptratadas com o larvicida

m-pentadecadienil- fenol em relagdo ao grupo coatrol

i ID da Mr/pl  Mr/pl Cobertura
Proteina . Escore . 3 i . Escore
Spot _ N proteina  tedrico exper. da sequéncia Expect Peptideos correspondidos 4
identificada MS/MS do ion
(9i) ! 2 (%)
71 C8 FPVGSLMIGGQVAK™ 19
Alcool 1.1 0GCQVIGIAGSDDK? 37
, 36,5/ 37,8/ 166 208
7304 desidrogenase 157132518 209 15 0.47 L9TENVLEALKK %9 41
6,75 8,2 232 238
14 (232) MNLYGR %38 26
0.017 (COMEGFIVSR?™® 55
33 Y EGYVLGEIK®Y 23
. 0.0002 (193\/IAYFATIGASTK 202 74
Cadeia pesada da 22,4/ 69,1/ 05 o5g 970
7701 o 157111095 c7n 76 288 2 3e (%8 AGADIETYLLEK #7 82
miosina ; )
0.0004 @3\ 1SQQSLER?Y 72
0.27 “BHQVTNAVGALCK (29 43
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Tabela 2 (CONCLUSAO) - Identificacéo das proteicas niveis de expressio alterados de larvdsedes aegyptratadas com o larvicida-
pentadecadienil- fenol em relagédo ao grupo controle

i ID da Mr/pl  Mr/pl Cobertura
Proteina i - Escore o 3 . . Escore
Spot _ N proteina  tedrico exper. da sequéncia Expect Peptideos correspondidos 4
identificada . 1 ) MS/MS do ion
(9i) (%)
0.0011 ©CODILNQITKPNDVYSFSLASR® 78
12 (108) Yy AEER™!) 40
16 12N p|LPEYLQCVK!?® 38
Soot 9.5 128G GLEPINFQTAADQAR) 110
0

P Ovoalbumina 28566340 - - 794 35 0.0043 1ONVLQPSSVDSQTAMVLVNAIVFK 182 72

controle 188 200
0.00077 (1BYAFKDEDTQAMPFR?% 81
1.36% O/ TEQESKPVQMMYQIGLFR?Y 98
8.5e% G2 SQAVHAAHAEINEAGR %Y 100
0.0098 G7UHIATNAVLFFGR 382 71

TMassa molecular e ponto isoelétrico teéricos déefma

2Massa molecular e ponto isoelétrico da proteintidad através de anélise dos géis no software PSiIQue
3Valor que indica a probabilidade do grau de cowad@ncia seja devido ao acaso

“Medida de correspondéncia entre o espectro teéricespectro observado

®Grande similaridade com dominios de peritrofindgamte a quitina (ORF AAEL013766-PA.1)
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Figura 7 - Resultado do BLASTp (sequéncia protewmatra banco de dados proteicos) do
spot 1203 utilizando-se o transcrito hipotético do gemetado AAEL013766. O resultado
mostrou a presenca de dominios tipo peritrofineeAgcontrados em proteinas ligantes a
quitina, e baixa similaridade com organismos n@@podes presentes no banco de dados de
genes ortélogos de eucariotos (KOG)

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
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Na Figura 8 esta representada a anotacao fungianalos grupos ortélogos de
eucaribticos de todos 0s genes que apresentaraidepadke expresséo proteica alterados. O
cluster de genes ortdlogos de eucarioticos (KOG) € um daecdados que tem por meta
classificar filogeneticamente o complemento dastgimas (tanto as preditas quanto as
caracterizadas) codificadas por um genoma compigtoadicdo a abordagem filogenética,
este banco também inclui o prograk@Gnitor, que ordena as proteinas de genomas recém-
sequenciados a KOGs especificos ja existentesbeliadis funcionalidades que permitem ao
usuario selecionar e analisar inUmeras categoea&@Gs. Assim, existem 4 categorias
principais (divididas em subcategorias): 1. Armareento de informacdes e processamento
(J — Traducéo, estrutura ribossomal e biogénesePwcessamento e modificagdo do RNA;
K - Transcricdo; L — Replicacdo, recombinacdo eam@pB — Estrutura e dindmica da
cromatina); 2. Sinalizacdo e processos celulares- (Dontrole do ciclo celular, divisdo
celular, particdo dos cromossomos; Y — Estrutuclean; V — Mecanismos de defesa; T —
Mecanismos de transducgéo de sinal; M — Biogénegaale celular/membrana/envelope; N
— Motilidade celular; Z — Citoesqueleto; W — Edmas extracelulares; U — Trafego
intracelular, secrecado e transporte vesicular; odificacdes pods-traducionaisjrnover de
proteinas e chaperonas); 3. Metabolismo (C — P&mlwe conversdo de energia; G —
Metabolismo e transporte de carboidratos; E — Miisino e transporte de aminoacidos; F —
Metabolismo e transporte de nucleotideos; H — Miistino e transporte de coenzimas; | —
Metabolismo e transporte de lipideos; P — Metabuli® transporte de ions inorganicos; Q —
Biossintese, transporte e catabolismo de metab&&oundarios); 4. Pouco caracterizados (R

— Somente predicao de funcao geral; S — Funca@ulescida).

Apés a andlise, as proteinas identificadas nedselce$oram classificadas nas
seguintes classes: modificacdes pos-traducionaisiover de proteinas e chaperonas
(glutationa-s-transferase, catepsina L e HSP &@)icacdo, recombinacao e reparo (proteina
Rad23 de reparo por excisdo); transporte e metabolide carboidrato$i{galactosidase);
metabolismo e transporte de aminoécidos (ornitmaatransferase); conversédo e producao
de energia (glicerol-3-fosfato desidrogenase);esitpieleto (cadeia pesada da miosina) e de

predicédo de funcéo geral (alcool desidrogenase).

Trés proteinas ndo se encaixaram em nenhuroldstersortélogos, sendo estas a
lipase, a profenoloxidase e a proteina hipotétecAed aegyptiDentre as proteinas que foram
identificadas, evidenciou-se que as classes matadis incluem aquelas nas quais estao

envolvidos os processos celulares e de sinaliz@;pmteinas) e metabolismo (3 proteinas).
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A fim de identificar as vias metabodlicas envolvidpsge foram ativadas ap6s a
ingestdo do larvicida, foi realizado o mapeameras proteinas na Enciclopédia Kyoto de
Genes e Genomas (KEGG) utilizando-se o Servidéyragacdo Automatica KEEG (KAAS).
Observou-se que as vias ativadas incluem aquelasetibolismo de carboidratos e lipideos,
de exportacdo de proteinas, reparo de danos ao Dh&tabolismo de xenobibticos
processamento e degradacao de proteinas e metabaolésaminoécidos, corroborando assim

os resultados obtidos anteriormente nas analise€@6ss.
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Figura 8 - Representacdo da analise de anotac&mifah para os grupos de genes ortélogos (KOG fmatos 0s genes que apresentaram
padrées de expressao de proteinas alterados de akedes aegyptratadas comm-pentadecadienil-fenol

Cadeia pesada da miosina 2,17 = Sem grupos ort6logos

Alcool desidrogenase 1,57

m Modificagdo pos-traducional, turnover de
proteinas e chaperonas (O)

Glicerol-3-fosfato desidrogenase ® Replicacéo, recombinacao e reparo (L)

Profenoloxidase

Lipase m Metabolismo e transporte de carboidratos (G)
Ornitina transferase
HSP 70

B-galactosidase ® Produgéo e conversao de energia (C)

m Metabolismo e transporte de aminoacidos (E)

Catepsina | Citoesqueleto (2)

Proteina Rad23 de reparo por exciséa

Protefna hipotética Pouco caracterizado ( R)

Glutationa-s-transferase

-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4
Alteracdo da expressao (numero de vezes em relacédo ao controle)
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6 DISCUSSAO

6.1 Purificacdo do m-pentadecadienil-fenol de semts deMyracrodruon urundeuvae
atividade contra Aedes aegypti

Os passos de fracionamento a partir do extrat@ktarbruto de sementes &
urundeuvalevaram a purificacdo do composto larvicisgpentadecadienil-fenol. Embora
nunca antes relatado nessa espécie, esse comisiodante no liquido da castanha do caju
(LCC) e em outras espécies do géntnacardiaceadCORREIA; DAVID; DAVID, 2006).
Essa diversidade de fontes vegetais para obtergsse composto, aliada a forte atividade
inseticida contra o inseto vetor da dengue, ena@siudos que incluamnepentadecadienil-

fenol nos programas nacionais de controle da doenca

Estudos anteriores comprovaram a atividade lai¢@LIVEIRA et al, 2011) e
estudos mais recentes confirmam e atestam tambéfitaia no combate contra outros

estagios de vida imaturos do mosquito, como oymgas (SOUZA, T.Met al, 2012).

A atividade larvicida desse composto baseia-seunacenstituicdo quimica, na
qual figura um fenol ligado a uma cadeia alquitleal5 carbonos e duas insaturacdes entre 0s
carbonos 8-9 e carbonos 11-12. Os compostos fesadtie origem vegetal sdo descritos na
literatura como grupos de moléculas essenciaisgaranutencdo de processos morfolégicos
e fisiolégicos em plantas, tendo papel essenciatrascimento, reproducdo e defesa contra
patdgenos e predadores (BRAVO, 1988). Dentre ospostos que possuem esse grupo
funcional em sua composicdo, podem ser citadasarasnclasses: benzoquinonas, acido
fendlico, acido fenilacético, acido hidroxicinamicoumarinas, fenilpropanos, cromonas,
naftoquinonas, xantonas, antraquinonas, tanin@sjoriibides e isoflavonoides, além de
lignanas e ligninas (LATTANZICet al., 2006). Trabalhos anteriores afirmaram o papel dos
fendis e seus derivados como importantes mecanidmogfesa de plantas (BERBEHENM;
MARTIN, 1994; BERBEHENM; MARTIN; HAGERMAN, 1996; HEN, 1997). Como
exemplo de composto fendlico com atividade comtsetos pode-se citar a lignana isolada de
raizes da planta herbacBaryma leptostachya., que apresentou atividade letal contra os
mosquitosCulex pipiens pallensAe. aegyptie Ocheratatos toggiem concentracfes néo
superiores a 10 pg.m(PARK et al, 2005).
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Da mesma forma, ja foi demonstrada a atividade#odo fenol sobre larvas de 3°
estadio dé\e. aegyptiobtendo-se uma Gg.de 194,0 pg.mt (SANTOSet al, 2010). Nesse
mesmo estudo, foi comprovado que substituicbesnebd @omatico por grupos lipofilicos
aumentou em até 3 vezes a eficacia letal: o timolaarvacrol, fendis com substituices
idénticas mas em posicbes distintas, apresentaramy 6e 81,0 e 69,0 pg.mil,
respectivamente. A mesma tendéncia foi observada a@mdicdo de grupos lipofilicos como

grupos metila e etila.

Adicionado a toxicidade intrinseca ao fenol, temaseadeia alquilica de 15
carbonos que, conforme outros estudos, também aporefeito deletério de moléculas
estruturalmente similares. Acidos graxos como mldico (C18:2) e oleico (C18:1)
apresentam-se como compostos primarios potentésacas fases aquaticas de dipteros, tais
como Cx. quinquefasciatu$ClLs, 18,20 e 27,24 ug.mi, respectivamente) Ae. aegypti
(CLso, 8,80 e 7,66 pg.mt, respectivamente) (RAHUMAN:; VENKATESAN,
GOPALAKRISHNAN, 2008).

A toxicidade do fenol esta relacionada a toxicidauespecifica relacionada a
hidrofobicidade do composto em si e a formacaoadecais livres (ANSCHet al, 2000). A
hidrofobicidade afeta a solubilidade do fenol eragzossibilita a interagdo do composto com
os tecidos e células. Apds a penetracdo, os fesdikem uma transformacdo ativa,
principalmente devido a participacdo de oxidase<iticromo P450, e muitas vezes tais
processos resultam em um aumento individual dacittede através da formacdo de
metabolitos eletrofilicos que podem se ligar e aaudanos ao DNA e enzimas
(MICHALOWICZ; DUDA, 2007). A evidente hidrofobiciadbke causada pela cadeia alquilica
do m-pentadecadienil-fenol, age, portanto, de foanfacilitar a interacdo da molécula com
sistemas biologicos. Estudos apontam que ha umelagdio positiva entre o tamanho da
cadeia alquilica e a toxicidade quando testadaacnttura de células (RANKEt al, 2004).

Dessa forma, a estrutura da molécula favorece atsuidade contra larvas, uma
vez que estas se encontram no meio aquatico ema quaécula esta sollavel e, portanto, a
ingerem por filtracdo ou a absorvem atraves dawati Assim, estudos que fornecam dados
para o entendimento do seu modo de acéo e pidtes s@ossivel mecanismo de defesa ou
resisténcia a esse larvicida fornecerdo dadosseasimo desenvolvimento de um produto

natural no combate a dengue.
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6.2 Andlise protedmica

A fim de se obter o melhor método de extracdo piateinas totais dée.
aegyptj foram testados 2 métodos de extracdo distintoshr@dos com dois métodos de
precipitacdo das proteinas extraidas. Foram utigalois tampdes de composicéo distinta
(PBS e English-Readdy), porém com mesmo pH, basesmem estudos anteriores que
realizaram extracdo de proteinas de insetos (PAUCetEal, 2008; POPOVA-BUTLER,;
DEAN, 2009). Da mesma forma foram seguidas metguméopreviamente descritas para
precipitacdo de proteinas, sendo uma atravésldagdio de 10% de TCA em acetona e outra
atraveés da utilizacdo do kit comercial 2D-Clean(REREIRA, 2007; POPOVA-BUTLER,;
DEAN, 2009). Além disso, uma metodologia a partedalizada, através da maceragdo com
nitrogénio liquido de larvas recém coletadas segdel precipitagdo com 10% de TCA em
acetonaovernight Constatou-se (como descrito na Tabela 1) quenpda PBS foi mais
eficiente ao extrair as proteinas (30% a mais quangpdo English-Readdy). Ambos os
tratamentos foram realizados em baixas temperatir@as ambos foi utilizado o inibidor
irreversivel de proteases do tipo serinicas PM&ka vez que aproximadamente 90% das
proteases de larvas ée. aegyptsao do tipo tripsina (BOROVSKY; MEOLA, 2004). Dass
forma, foram minimizadas possiveis clivagens pidieas devido as proteases enddgenas,

garantindo a integridade das proteinas duranteaepso eletroforético.

O perfil eletroforético em sistema unidimensionel QURA 4) demonstrou,
portanto, que a combinag¢do dos métodos de extag@idampado PBS e precipitagdo com o
kit 2D-CleanUp forneceria o melhor plano de elalgéo dos géis, aliado a uma focalizacao
isoelétrica que promoveu uma boa separacdo dasimaet inclusive aquelas de alta massa
molecular (FIGURAS 6 e 7). Além disso, 0 numerosgetscom correspondéncia em todos
0S géis obtido nesse estudo (493) se assemelhzido em estudos anteriores que utilizaram
extrato total de larvas (DUNCANet al, 2012; BIRON et al, 2005): 646 e 419,
respectivamente. Vale ressaltar que em ambos adossfoi utilizada uma técnica mais
sensivel (eletroforese de fluorescéncia difereraial2D — DIGE), que consiste na utilizacao
de diferentes corantes fluorescentes entre difesdraitamentos, permitindo assim uma maior
sensibilidade e a utilizagdo de menores quantidagesmostra. Assim, a metodologia
aplicada foi eficaz na extracdo das proteinasstateAe. aegypti permitindo a visualizacao

em alta resolucdo de uma grande diversidadgpdts
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6.2.1 Identificagcdo das proteinas com niveis derespdo alterados e respectivos grupos
ortélogos

Dos 13 spots diferencialmente expressos em rekagaontrole, apenas 1 nao
foi identificado apds a fragmentacéo em espectn@ntt massas e analise dos peptideos em
bancos de dados. Apesar da excisédo e digestdostoaapotem varios géis, nao foi possivel

a identificacdo devido a pequena concentracaoateipa.

A identificacdo e analise enlustersresultou na organizacdo das proteinas em
classes com funcbes celulares diferenciadas: gingas-transferase, catepsina, e HSP70
foram incluidas naluster de polipeptideos envolvidos com modificagbes padticionais,
turnoverde proteinas e chaperonas; a proteina Rad28isterde replicacéo, recombinacao
e reparo; aB-galactosidase naluster de producdo e conversdo de energia; a ornitina
aminotransferase ndusterde metabolismo e transporte de aminoéacidos; argli@-fosfato
desidrogenase noluster de conversdo e producdo de energia; a miosinalustec de
citoesqueleto e a alcool desidrogenaselusterde predicdo de funcéo geral. Esta apresentou
alta similaridade com dominios da proteina humanadtrieno B4 12-hidroxi-dehidrogenase
sendo, portanto, uma enzima tipo oxidoredutaserdigmee do cofator NAD(JORNVALL
et al, 1987).

Trés proteinas ndo se encaixaram em nenhuncldsters sendo elas a lipase, a
profenoloxidase e a proteina hipotéticalde aegyptiA lipase € uma enzima lipolitica que
hidrolisa ligacdes tipo éster de triacilgliceroggndo amplamente distribuida em plantas,
animais e procariotos (CHAPUS al, 1988). Assim, era previsivel a inclusdo dessétepra
em algum doslustersdo KOG. Mas tal fato n&o ocorreu, provavelmentgdiea uma baixa
ou nenhuma similaridade com lipases de algumasiespgue compdem o baixo repertério
de organismos que formamctusterde eucariotos (apenas 7, no qual figuram 2 leveddra
planta, 1 artrépode, 1 protozoario, 1 nematédeae lbumano). Essa lipase apresenta grande
similaridade (>98%), entretanto, com aquelas deasp do génerdnophelese Culex
ambos pertencentes a mesma ordemAdo aegypti JA a profenoloxidase (pPO) é um
zimogénio presente na hemolinfa de insetos que pedativada por processos endégenos ou
agentes artificiais, como xenobiéticos. ApOs aaifio da enzima por proteases serinicas, a
forma ativa fenoloxidase apresenta-se como umamenaziultifuncional, desempenhando um
papel importante na esclerotizacdo, formacado denimel e elicitacdo do sistema humoral
(ASHIDA; YAMAZAKI, 1990). Devido a isso, nao foi @ontrada similaridade significativa
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(<15%) com alguma proteina do KOG, exceto com aartiépodeDrosophila melanogaster
0 que impediu a inclusdo da pPO em alguma catederi€OG. Por fim, a proteina hipotética
identificada nospot 1203, que foi caracterizada com a presenca der@nims peritrofina-A
ligantes a quitina, também n&o foi categorizada renhum KOG por ndo apresentar

similaridade significativa com os organismos do KOG

A seguir cada uma das classes das proteinas idedé$ serdo discutidas tendo
em vista seus papéis nas rotas bioquimicas nas @stio inseridas e relacionando-as a
resposta a intoxicacdo com o larvicidgentadecadienil-fenol.

6.2.1.1 Sinalizag&o e processos celulares

6.2.1.1.1 Glutationa-S-transferase (GST)

As glutationas transferases (EC 2.5.1.18) ou G&¥shém conhecidas como
glutationa-S-transferases) sdo uma familia de fp@$ée homo- ou heterodiméricas
multifuncionais, de aproximadamente 25 KDa (BOYEER89; ENAYATI; RANSON;
HEMINGWAY, 2005). Elas séo divididas em duas categoprincipais, que diferem entre si
quanto a localizacdo celular: microssomais ou @licas (esta Ultima sendo a mais comum).
Um terceiro grupo de GSTs, a classe Kappa, locakzaas mitocondrias ou peroxissomos de
mamiferos (LANDERet al, 2004; MORELet al, 2004). Em adicdo ao seu papel na catalise
da conjugacdo de substratos eletrofilicos a gbrtati (GSH), essas enzimas também
desempenham outras fun¢des, devido as atividadé@palperoxidase e isomerase, inibicao
da quinase Jun N-terminal (prevenindo, portantapete celular devido a espécies reativas de
oxigénio) e a ligacdo nao catalitica a uma grandantidade de ligantes exdgenos e
endogenos (SHEEHARML al, 2001).

Apesar da multipla funcionalidade, a principal iatide desse grupo de enzimas
reside na catalise da adicdo de grupos tiol deatigma reduzida (GSH) a uma grande
quantidade de sitios eletrofilicos de moléculasfiiigas (HABIG et al, 1974) com o intuito
de transforma-las em moléculas mais sollveis etamiy, mais facilmente excretaveis
(BOYLAND; CHASSEAUD, 1969). Alem disso, as GSTssdbiquas entre organismos
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aerodbicos, tendo sua presenca ja confirmada entaplaoeixes, insetos, fungos, leveduras e
bactérias (LEE, 1991).

Em insetos, as GSTs ja foram purificadas em mai&4despécies e, assim como
em animais e plantas, sdo expressas em altos,réveimultiplas isoformas e em diferentes
padrbes em diversos estagios de desenvolvimento {986; ZHOU; SYLVANEN, 1997).
Devido a potente atividade detoxificadora (que unalm vasto nimero de moléculas
diferentes), as GSTs ja foram implicadas no surgimde resisténcia a inseticidas e tém, em
geral, expresséo induzida em linhagens resistéR@SRNIER et al, 1992; TANG; TU,
1994; RANSON; PRAPANTHADARA; BROGDON; McALLISTER,998; HEMINGWAY,
2000; HEMINGWAY; RANSON, 2000). Em muitos insetogpor exemplo, a
desidroclorinacdo catalisada por GSTS € o pringipatanismo responsavel pela resisténcia
ao DDT (BROWN, 1986), e a conjugacdo com GSH é aiodnsiderada um segundo
mecanismo de resisténcia a organofosforados (HEMV®; MIYAMATO, HERATH,
1991).

Assim como em outras espécies de insetos, um tp&GET também ja foi
purificado em larvas dée. aegypt(GRANT; MATSUMURA, 1988). Desde entéo, estudos
vém sendo conduzidos com o intuito de demonsteridente importancia dessa familia de
enzimas nos processos de detoxificacdo de xenodwotile origem natural ou sintética
(VONTAS; SMALL; HEMINGWAY, 2001; BOYER et al, 2006). Boyeret al (2006)
mostraram um aumento significativo (4x em relac&@o gaupo controle) na atividade
enzimatica de GST em larvas de. aegyptique foram incubadas com doses subletais de
xenobidticos. Mais interessante ainda € o fato e @ xenobiotico em questdo € uma
molécula complexa formada de lignina, associada @egtideos, demonstrando que
(poli)fendis atuam de forma a aumentar a atividdessas enzimas. Foi demonstrado que
orto-fendis tém a capacidade de induzir a atividddeGSTs em cultura de células de
mamiferos (FIANDER; SCHNEIDER, 2000) e, além dissantoxicacdo com o fenol puro
provoca o0 aumento dos niveis de GSTs, atingindsequa dobro da atividade quando
comparado ao grupo ndo tratado apos nove geragdBsasophila melanogastgiSHEN et
al., 2003).

Apenas um estudo de protedmica diferencial utitipatarvas deAe. aegypti
constatou a superexpressdao de GSTs: Batoal (2005) demonstraram a superexpressao

dessas enzimas ap0s 15 dias de infec¢cao das tanves parasita intracelulaavraia culicis
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uma vez que de acordo com Khush e Lemaitre (2088Has moléculas também estdo

envolvidas nos processos de resposta imune ddssnse

Em suma, € bem possivel que a expressdo exacetdeaST constatada no
presente estudo (2,42 vezes mais em relacdo ao gam tratado com a substancia teste)
esteja diretamente envolvida no processo de mémalps efeitos nocivos do fenol presente

na moléculan-pentadecadienil-fenol apés o0 adentramento dessarniiente celular.

6.2.1.1.2 HSP70

HSPs Heat shock proteingroteinas de choque térmico) sdo uma familia de
proteinas que sdo induzidas por inumeros estinaldms do choque térmico em si: radiacao
UV, substancias toxica®.g alcoois, arsénio, metais pesados), ambiente mmedator ou
oxidativo, baixas concentracdes de ATP ou glucoseque osmatico, excesso de fon§'Ca
infeccdes virais, fungicas ou bacterianas, praiéo celular excessiva, dentre outras
(LINDQUIST, 1986; WELCH, 1992). Tais proteinas saltamente conservadas, sendo
encontradas em procariotos e eucariotos e sadossgar@&m graus variaveis em resposta ao
estresse (CRAIG, 1985; MUKHOPADHYAY; SAXENA; CHOWDRI, 2003).

As HSPs sdo nomeadas de acordo com as suas reapenassas moleculares,
e.g.HSP10, pequenas HSPs (sHSP), HSP40, HSP60, HEBP®0, HSP100, etc. Assim, as
HSP70 tém massa molecular variando 70-78 kDa (ZHKINES, 2012).

Insetos respondem ao estresse, tanto bidtico cbmbc, atraves do aumento da
sintese de HSPs. Estudos comprovam que a exprésséa proteina € elevada nessa classe
de organismos em resposta a estresse abidtico, monperaturas elevadas (GARC#Aal.,
2003, HUANG; CHEN; KANG, 2007; WANG et al, 2008; KOSTAL; TOLLAROVA-
BOROVANSKA, 2009; ZHACet al, 2009, 2010a), radiacdo UV (RANGEL; ANDERSON;
ROBERTS, 2008, NGUYEN; MICHAUD; CLOUTIER, 2009), e e desidratacao (XU,
SHU; ZHANG, 2010, CORNETTE; KIKAWADA 2011), intoxagdo quimica (PLANELLO;
MARTINEZ-GUITARTE; MORCILLO, 2008; PLANELLOet al, 2011), e por metais
(SHU; DU; WANG, 2010; ZHAO et al, 2010b), diminuicdo no aporte de nutrientes
(BENOIT et al , 2011), injuria ou adaptacdo (COLINET; LEE; HOFNN, 2010;
KOSTAL; TOLLAROVA-BOROVANSKA, 2009), hipoxia (MICHAJD et al, 2011) e
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RNA dupla fita (BENOIT et al , 2009, KOSTAL; TOLLAROVA-BOROVANSKA, 2009;
LU; WAN, 2011).

Alguns estudos ja relacionaram o efeito de pesticgbbre a expressdo de HSP70
com o estresse causado por substancias quimicaBVCHHURI et al, 1999; NAZIRet al,
2001; YOSHIMI et al, 2009). Mais recentemente Sihet al (2012) demonstraram a
superexpressdo do mRNA referente a HSP70 em espiliéyzus persicagum hemiptero)
susceptiveis ou com baixa resisténcia a inseticmawencionais. Powelét al. (2011)
mostraram resultados semelhantes em um estudadpricte envolvendo a elucidagédo dos
efeitos de um novo inseticida quimico, o Pyridalg@re cultura de células Bembyx mori
(um lepidoptera). Segundo Kukreg al, (1994), essa inducdo esta ligada ao estresse
oxidativo, que leva a oxidacdo de aminoacidos e lew desenovelamento parcial de
proteinas. A partir desse ponto, elas podem se #gdSP70 e serem estabilizadas nesse
estado semi-desenovelado e em seguida levadas aviante reenovelamento (HARTL,
1996) ou, se a proteina estiver danificada alémegaro, ela serad removida pelo sistema de
proteassoma (MARYt al, 2004). Outra importante funcdo de HSPs70 éabiizacdo da
membrana lisossomal, impedindo a liberacdo do eateddo no citoplasma.g proteases,
lipases, glicosidases) (NYLANDSTE® al, 2004; KIRKEGAARDet al.,, 2010).

Em Ae. aegyptija foi confirmada expressao de HSPs, dentre as @s HSP26,
HSP70, HSP83 e HSP90 (ZHA& al, 2009; BENOITet al, 2009). No presente estudo, a
HSP70 apresentou-se cerca de 1,5x mais expreggapmtratado que no grupo controle. Tal
fato deve-se possivelmente ao forte estresse ovadedusado pelo fenol (corroborado ainda

pela expressdo aumentada de GST).

6.2.1.1.3 Catepsina L

As catepsinas compdem uma ampla classe de endtlgsgs que podem ser do
tipo serinicas, cisteinicas ou asparticas. As eatap cisteinicas sdo as mais abundantes,
existindo 11 classes, representadas por letraffalzeto (B, C, F, H, K, L, O, S, V, W e X)
(REPNIK et al, 2012). Essas enzimas, que sao comumente encastead lisossomos de
animais, nao s6 digerem proteinas que devem seartiedas, como também participam de
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processos de apoptose e outros processos biolégieda ndo completamente elucidados
(REPNIK et al, 2012).

A catepsina identificada neste estudo foi anotauha ¢ produto génico catepsina
L de Ae. aegyptique apresenta grande similaridade (>90%) comlasjypeesentes na classe
L de Anopheles gambiae Culex quinquefasciatusCatepsinas L ja foram encontradas em
outras classes de insetos e ja foram descritas émportantes agentes na embriogénese
(YAMAMOTO; TAKAHASHI, 1993; CHO et al, 1999; UCHIDA et al, 2001), e no
remodelamento de tecidos durante a metamorfose MUWRet al, 1992; HOMMA;
KURATA; NATORI, 1994; HEGEDUSet al, 2002). A respeito do papel no catabolismo de
proteinas, muitas hipoteses foram levantadas eitesga correlacdo entre os niveis de
degradacéo proteica em insetos sobre a acéo deiofse Shakooret al (1994) constataram
a presenca de niveis de proteases mais elevadespduies ddribolium castaneunfum
coleOptera) resistentes a inseticida que em espéasceptiveis. Tal fato contrasta com o
obtido por Silvaet al. (2012) que encontraram niveis elevados de expafs&atepsina B
em espécies susceptiveis, enquanto houve uma sabsdp no grupo resistente tratado com

0 mesmo inseticida.

No presente estudo a catepsina foi superexpre@&éavezes a mais que em
relacdo ao grupo controle ndo tratado. Duas hipétesio propostas para o modelo de
aumento de proteases durante a resposta do irBahoeiro, as peptidases devem estar
envolvidas na degradacdo proteica a fim de cungritemanda energética imposta pelo
estresse (PEDRAL al, 2004; SILVAet al, 2010). Segundo, as peptidases podem ter um
papel essencial na biossintese proteica ou na icegib de enzimas relacionadas com a
detoxificacdo de xenobidticos (SALEEMt al, 1994; AHMED; WILKINS; MANTLE,
1998). Outra hipétese para essa maior deteccaatepsina pode referir-se ao aumento dessa
enzima apos o rompimento da membrana lisossombe-§a que a membrana lisossomal,
apesar de ser estabilizada por inUmeras outrascuta$ (dentre elas a HSP70), pode ser
rompida em presenca de espécies reativas de oxigR®S) (CONUS; SIMON, 2008;
IVANOVNA et al, 2008; STOKA; TURK; TURK, 2007). Assim, existepassibilidade do
estresse oxidativo causado pelo fenol da moléaiardsultado na desestabilizacdo da
membrana lisossomal com consequente liberacdo zien&n no citosol. A partir dai, as
catepsinas assumem um papel importantissimo naageomgindo como efetores da morte

celular programada ou mesmo amplificando os seq@eptoticos (REPNIKet al, 2012).
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6.2.1.2 Estocagem e processamento da informagéao

6.2.1.2.1 Proteina Rad23 de reparo por excisao

A proteina Rad23 é uma proteina conservada de&@iamportancia no reparo
por excisdo de bases (WATKINS al, 1993; MASUTANI et al., 1994; van der SPEKal,
1994). Tal proteina esta diretamente envolvidaepano de dano ao DNA, estando envolvida
na patologia humana xeroderma pigmentoso (HIYABtAal, 1999), e no desenvolvimento
de esterilidade em ratos machos (BlGl, 2003). Estudos subsequentes conectaram a Rad23
ao sistema de degradacédo proteica ubiquitina-pstena (UPS) do reticulo endoplasmatico,

gue remove proteinas incorretamente enoveladas GRAKOLF, 2007).

No presente estudo, foi observada uma diminuicéxgeessao de -0,44 vezes da
Rad23 em relacdo ao controle. Em humanos, foi sbderque a Rad23 tem papel essencial
na degradacdo da proteina pro-apoptdtica p53, @gowno uma ponte entre a p53
ubiquitinada e o proteossoma 26S (MARIEBEL, 2006). Dessa forma, uma diminuicdo nos
niveis da Rad23 resulta no acumulo de p53 nao-iinigda, impedindo sua degradacéo pelo
sistema UPS (GLOCKZINt al, 2003). A comprovacao experimental da existédoigene
p53 bem como seu produto p53 eke. aegyptiNEDELCU; TAN, 2007) mostram que a
supressdo da Rad23 em resposta ao tratamento necqentadecadienil-fenol deve-se
provavelmente ao acumulo de p53 elicitando respodta parada do ciclo celular e/ou

apoptose.

6.2.1.3 Metabolismo

Trés proteinas diferencialmente expressas forarantifcadas como
pertencentes ao KOG de metabolismo, sendo elasergh3-fosfato desidrogenasg;
galactosidase e ornitina aminotransferase. Deatssjas a glicerol-3-fosfato desidrogenase
foi mais expressa em relagéo ao controle (1,15svazmais), enquanto as outras duas foram
subexpressas (0,55 e 0,58 vezes a menos, respeehies).
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6.2.1.3.1 Glicerol-3-fosfato desidrogenase

A funcdo da enzima glicerol-3-fosfato desidrogen@sC 1.1.1.8) j& foi bem
estabelecida em insetos, tendo por funcdo acoplare@abolismo de carboidratos ao de
lipideos (BEWLEY; MILLER, 1979). As larvas tratada®m o m-pentadecadienil-fenol
apresentaram um aumento na expressao de 1,95eraze$acédo ao controle. Aléem disso, foi
observado que a lipase (enzima que catalisa agelimade triglicerideos liberando acidos
graxos e alcoois) teve sua expressdo aumentadav@z8® a mais que o controle. Apesar
dessa enzima nao ter sido encontrada em nenhum K& pode ser explicado pela
existéncia de uma isoforma de lipase presente apemainsetos, a ser corroborado pela
auséncia de similaridade significativa com lipadesoutros animais exceto os da classe
Insecta. Tal fato deve-se a existéncia de um odgi@rmazenamento exclusivo nesse
animais: o corpo gorduroso. Essa estrutura n@umsdepdsito de nutrientes (glicogénio e
lipideos), mas também € local de sintese de in@mamateinas e da hemolinfa e outros
metabolitos circulantes (ARRESE; SOULAGES, 2010jn Earvas deAe. aegypti essa
estrutura ja foi descrita como presente em inUmegi®es corporais, tanto parietais quanto
viscerais (WIGGLESWORTH, 1942).

Estudos enDrosophila sob desafio imune apontaram a superexpressaootinas
envolvidas no metabolismo energético, inclusivadg e glicerol-3-fosfato desidrogenase.
Dessa forma, é provavel que tenha havido um aunmenttemanda energética, imposta pelo
estresse causado pela toxicidade megpentadecadienil-fenol, levando a um aumento
exacerbado de proteinas envolvidas na geracd@addegguantidade de ATP.

6.2.1.3.23-galactosidase

A enzima B-galactosidase (EC 3.2.1.23) € uma glicosidase aaialisa a
hidrélise de-galactosideos em monossacarideos (PDB, 2012)piiaisinas localizam-se no
compartimento lisossomal e dentre os substratogrposer citados inimeras substancias
artificiais e naturais, como gangliosideos, glicdpias e glicosaminoglicanos (YU al,
2009).
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A estrutura complexa desses substratos, espeat@me dos
glicosaminoglicanos (GAGSs) e evidéncias cresceimgisando seu papel multifuncional na
regulacédo de processos biolégicos complexos, amoséa potencial envolvimento em outro
importante processo: apoptose. Nos ultimos anospoode GAGs em altas doses mostraram
claramente o seu potencial antioxidante, tanto exdehos experimentais in vivo e in vitro;
eles sdo capazes de reduzir a formacgédo de radhiichisxila, inibir peroxidacéo lipidica e
melhorar defesas antioxidantes (CAMROal, 2004a; 2004b, 2004c). Apds a andlise das
vias metabdlicas da sequéncia obtidg-dmlactosidase no Servidor de Anotacdo Automatica
KEGG (KAAS), foi demonstrado que essa enzima asé@rida em vias de degradacédo de
GAGs, esfingolipideos e outros glicanos Am aegyptiComo discutido anteriormente, 0s
GAGs tém papel crucial na estabilizacdo da memUdraossomal, e portanto a subexpressao
dap-galactosidase parece estar ligada a um mecanismmtecéo atraves da manutencéao de

niveis mais altos de GAGs intralisossomal.

6.2.1.3.3 Ornitina aminotransferase

Ornitina aminotransferases (OATSs, E.C. 2.6.1.18)es@&imas presentes na matriz
mitocondrial (IPet al, 1974) que desempenham o papel de conversamitiaaem prolina e
glutamato através da pirrolina-5-carboxilato (SHI981). Em insetos, as OATs Sdo pouco
conhecidas, e sdo encontradas principalmente ngesagordurosos (YOSHIDA; JUNI;
HORI, 1997).

No presente estudo, a OAT apresentou-se subexpeessa&lacdo ao controle.
Assim, é de se esperar que seu substrato, a arntBnha se acumulado ou tenha sido
desviada para outras vias metabodlicas. Além dasdramacdo, a ornitina pode sofrer
descarboxilagdo pela ornitina descarboxilase, pranpasso na formacéo de poliaminas
(TABOR; TABOR, 1984; PEGG, 1986). As poliaminas emstgem com moléculas
negativamente carregadas, incluindo DNA, RNA, pratee fosfolipideos de membrana
(KHAN; MEI;, WILSON, 1992; FRYDMAN et al., 1992; THOMAS; THOMAS, 1993;
MATTHEWS, 1993). As poliaminas sao imprescindivpara crescimento e proliferacéo
celulares normais, estando envolvidas nas mudamgdsrmacionais no DNA, na atividade
da topoisomerase, sintese macromolecular e reerdlatha membrana (MATTHEWS, 1993;
SJOHOLM, 1993).
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Estudos com variantes adult&s. aegytimostraram uma relagao positiva entre a
concentracdo de poliaminas e a sintese de DNA, BNoteina (KOGAN; HAGEDORN,
2000). Assim, é provavel que a OAT tenha sofddwnregulatiora fim de desviar a ornitina
excedente para a sintese de poliaminas que toma@da® nos processos fisiologicos de

crescimento e replicacéo nas larvas intoxicadasrpglentadecadienil-fenol.

6.2.1.4 Citoesqueleto

6.2.1.4.1 Cadeia pesada da miosina (ndo muscular)

A cadeia pesada da miosina é o principal constéuile filamentos grossos do
aparato contratil, sendo considerado um “motor” gadiga a filamentos finos de actina.
Apos a ligacdo com a actina, a miosina sofre muakanognformacionais dependentes de ATP
gue propelem os filamentos finos a deslizarem sobrélamentos grossos, resultando em
contracdo (ZHANG; BERNSTEIN, 2001). Entretanto, &sma pode apresentar também
uma atividade nédo relacionada a atividade muscalarregular a barreira paracelular no
complexo juncional apical (CJA) (IVANO¥t al, 2007).

A miosina identificada nesse estudo foi superesaresn relacdo ao controle e
sua classificacdo refere-se a variante ndo musdbtma via foi confirmada pelo KAAS.
Assim, é provavel que a superexpressdo dessa rmotsteja ligada a formacdo de uma
barreira mais impermeéavel a passagem do m-pentdidadgenol através de espagos entre as

células.

6.2.1.5 Pouco caracterizadas

6.2.1.5.1 Alcool desidrogenase

A alcool desidrogenase identificada pertence a rfupdia das MDRs
(desidrogenase/redutase de cadeia média), o quhail & alcool desidrogenases dependentes
de zinco, quinona redutases, leucotrieno B4 degih@ases e muitas outras familias
(PERSSON; HEDLUND; JORNVALL, 2008).
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Embora tenha apresentado similaridade com domil@osotrieno B4, essa
proteina € a mesma identificada em um estudo reantprotedmica diferencial eie.
aegypti (RODEZNO-CANCINO et al, 2012), sendo portanto uma enzima envolvida no
metabolismo de lipideos. A sua superexpressaamuerite com outras proteinas envolvidas
no metabolismo de lipideos como a lipase e a glik®fosfato desidrogenase, corrobora o
aumento na demanda energética imposta pela ing&igaom on-pentadecadienil-fenol.

6.2.1.6 Nao caracterizadas

6.2.1.6.1 Profenoloxidase

A profenoloxidase (pPO) € um zimogénio presenteamolinfa de insetos que
€ ativada tanto por agentes internos quanto agarttésiais, como temperatura, detergentes,
concentracdo de ions de calcio, atividade de esziotanponentes microbianos como LPS,
beta-glucanos e oligodesoxinucleotideos (HAL&t al, 1989; SUGUMARAN;
NELLAIAPPAN, 1991; ASADAet al, 1993; HERNANDEZ; GOLLAS; VARGAS, 1996;
GOLLAS; HERNANDEZ; VARGAS, 1997; PERAZZOLO; BARRATO; 1997; SUNGet
al., 1998; SRITUNYALUCKSANA; SODERHALL, 2000; CHUO; IANG; SUNG, 2005).
Esta proteina também esta envolvida na respostaeinsendo ativada apds o reconhecimento
de patogenos e levando a melanizacdo ao redor @sia(SODERHALL; CERENIUS,
1998).

Foi comprovado que moléculas organicas tambémmpageitar resposta na
cascata de ativacdo da pPO, estando inclusas natesgoria alcoois (glicerol, metanol,
etanol), dodecil sulfato de sddio, triton, uréidacalos graxos como o oleico (18:1) e esteérico
(18:0) (ASADA et al, 1993). Assim, é provavel que a superexpressguPdn (1,48 vezes a
mais que no controle) deva-se a alguma interacéoacoadeia lipidica dovpetadecadienil-
fenol. Entretanto, os vastos estudos estdo foagalossposta imune a parasitas desses insetos,
ndo esclarecendo o motivo da ativagcédo desse zinmgénpresenca de moléculas organicas

nao relacionadas a microrganismos.

6.2.1.6.2 Proteina hipotética
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A proteina hipotética foi identificada por simidade como um polipeptideo
com 3 motivos peritrofina A, ligantes a quitina.s&S proteinas estdo inseridas na matriz
peritréfica de insetos, uma “peneira” molecular seté e resistente formada por
glicoproteinas, proteoglicanos e fibrilas de qaitoue reveste todo o sistema digestorio de
insetos (WIJFELL&t al, 2001).

Aparentemente as peritrofinas parecem estar eiglasivcom a protecdo da
membrana peritrofica, através do capeamento ingiide cadeias do polimero de quitina,
dentro de uma fibrila de quitina ou de uma rederdetia matriz peritréfica (WIJFELLSt
al., 2001). Aléem do senso comum de que as peritrofasdo envolvidas na manutencéo da
estrutura e integridade da membrana peritroficacpse sabe acerca das funcbes e outras

interacbes moleculares (YAN& al, 2010).

Assim, é possivel que a superexpressdo dessdnaragia uma tentativa de
impedir a passagem duo-pentadecadienil-fenol através da membrana pac&oatravés do

capeamento da quitina e, consequentemente, dirAmdigs poros.

6.3 Consideracoes finais

Em resumo, an-pentadecadienil € um potente agente larvicidatque seu
mecanismo de acdo/resposta a intoxicacdo proposlla [@nalise das proteinas
diferencialmente expressas em relacdo a um grupotnadado. Foi proposto que essa
molécula elicita a superexpressdo de proteinagppmovem a formacdo de barreiras mais
eficientes e que, uma vez dentro das células, preraon estresse oxidativo que leva ao
aumento do metabolismo de degradacéo lipidica,stisbzacdo da membrana lisossomal,
aumento do metabolismo em resposta ao estressm téxpossivelmente resulta em morte

celular programada (apoptose) (FIGURA 9).



79

Figura 9 - Mecanismo de ac¢ao proposto paraentadecadienil-fenol apds intoxicacéo de
larvas deAedes aegypti
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7 CONCLUSAO

As conclusdes do presente trabalho sao:

O composto m-pentadecadienil-fenol, um lipideo fiendsolado de sementes
de M. urundeuvaapresenta atividade larvicida contra larvas des8déo de
Ae. aegypticom uma Cko de 10,16 pg.mt

Os mapas protedbmicos de larvas intoxicadas coipentadecadienil em
comparacao com o grupo ndo tratado resultou ndifidagdo de 13 proteinas
diferencialmente expressas, das quais 12 foranifidadas consistentemente
em bancos de dados como sendo glutationa-S-trassfgroteina hipotética —
gue apresentou grande similaridade com dominicantég a quitina tipo
peritrofina-A, proteina Rad23 de reparo, catepsprgalactosidase, HSP70,
ornitina  aminotransferase, lipase, glicerol-3-ftsfa desidrogenase,
profenoloxidase, alcool desidrogenase e cadeialpekamiosina

A analise das rotas bioquimicas aponta para um lmadérico de modo de
acao/resposta a intoxicagdo em larvas Ae. Aegypti onde o0 m-
pentadecadienil elicita a superexpressdo de pestefjue promovem a
formacgdo de barreiras mais eficientes, mas que, wenadentro das células,
promove um estresse oxidativo que leva ao aumeatandtabolismo de
degradacédo lipidica, desestabilizacdo da membiianasbmal, aumento do
metabolismo em resposta ao estresse toxico e yvpbaeinte, resulta em morte

celular programada (apoptose).
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