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RESUMO

O Aedes aegypti, atualmente distribuido por quase todo o mundo, ¢ o vetor da Dengue, da
Febre Amarela, da Chikungunya e do Zika Virus. Particularmente, a Dengue ¢ a doenca mais
prevalente nas regides tropicais e subtropicais. Estima-se que sdo diagnosticados cerca de 96
milhdes de casos de Dengue e 40.000 mortes a cada ano. Na auséncia de vacinas, o uso de
repelentes ¢ um dos meios de profilaxia mais eficazes para evitar a interacdo de mosquitos
com humanos. Por isso, torna-se primordial o desenvolvimento de substancias repelentes cada
vez mais baratas e eficazes, tais como O DEET, a Icaridina e o IR3535. O conhecimento sobre
as bases moleculares relacionadas a quimiorrecepcdo em artropodes (Insecta), sugere um
modelo ao qual compostos volateis como repelentes, feromdnios e aleloquimicos
(infoquimicos) sdo transduzidos em sinais elétricos pelos Neurdnios Sensoriais Olfatorios. O
primeiro nivel de sele¢do e identificacdo de moléculas odorantes estd associado a pequenas
proteinas globulares, chamadas de Proteinas de Ligacdo a Odorantes (OBPs). Assim, este
trabalho apresenta uma andlise de como repelentes de insetos naturais e sintéticos interagem
com duas OBPs do Aedes aegypti (AaegOBP1 e AeOBP22) por meio de uma metodologia in
silico, na tentativa de contribuir para uma compreensdo mais detalhada sobre as bases
moleculares que permeiam a quimiorrecepgao nesses insetos. Os resultados indicaram que as
duas OBPs podem se ligar efetivamente a 21 repelentes com afinidades de ligacdo diferentes,
sendo que AaegOBP1 possui uma maior afinidade com os repelentes comerciais e naturais;
ndo obstante, AecOBP22 pode interagir com uma maior especificidade a acidos graxos de
cadeias longas (entre 12 e 16 carbonos). As analises estatisticas (PCA) revelaram que
repelentes com uma polaridade ideal, mas especificamente, entre 2 e 6 Debye podem interagir
mais efetivamente com a proteina AaegOBP1 e que o volume molecular ndo possui uma
relacdo direta com a energia de Gibbs (AG) ou a constante de dissociacdo (K,). O coeficiente
de parti¢ao (log P) foi indicado como um parametro determinante para a intensificacdo das
interagdes hidrofobicas OBP-repelente. Repelentes com baixo potencial de ionizagdo (/) e
dureza absoluta (r7) podem interagir mais eficientemente com as OBPs do Ae. aegypti; ao
ponto de que substancias menos volateis, ou seja, com pressdo de vapor baixa, foram
reportados como oOtimos ligantes para AaegOBP1 e AaOBP22, refor¢ando as hipoteses

propostas a nivel experimental reportadas na literatura.

Palavras-chave: Repelentes de Insetos. OBPs. Estudos in silico. Aedes aegypti. Mosquitos.



ABSTRACT

Aedes aegypti, currently distributed throughout most of the world, is the vector of Dengue,
Yellow Fever, Chikungunya and Zika Virus. Dengue is particularly the most prevalent disease
in tropical and subtropical regions. It is estimated that around 96 million cases of Dengue and
40,000 deaths are diagnosed each year. In the absence of vaccines, the use of repellants is one
of the most effective means of prophylaxis to prevent the interaction of mosquitoes with
humans. Therefore, it is essential to develop repellents that are increasingly cheaper and more
effective, such as DEET, Icaridin and IR3535. The knowledge about the molecular bases
related to chemoreception in arthropods (Insecta) suggests a model in which volatile
compounds such as repellents, pheromones and allelochemicals (infochemicals) are
transduced into electrical signals by olfactory sensory neurons. The first level of selection and
identification of odorant molecules is associated with small globular proteins, called Odorant
Binding Proteins (OBPs). Hence, this research presents an analysis of how natural and
synthetic insect repellents interact with two Aedes aegypti OBPs (AaegOBP1 and AeOBP22)
through an in silico methodology, in an attempt to contribute to a more detailed understanding
of the molecular bases that permeate chemoreception in these insects. The results indicated
that the two OBPs can effectively bind to 21 repellants with different binding affinities, with
AaegOBP1 having a greater affinity with commercial and natural repellents; nevertheless,
AeOBP22 can interact with a greater specificity to long chain fatty acids (between 12 and 16
carbons). Statistical analyzes (PCA) revealed that repellents with an ideal polarity, but
specifically between 2 and 6 Debye, can interact more effectively with the AaegOBP1 protein
and that molecular volume does not have a direct relationship with Gibbs energy (AG) or
dissociation constant (K,). The partition coefficient (log P) was indicated as a determining
parameter for the intensification of hydrophobic OBP-repellent interactions. Repellents with
low ionization potential (/) and absolute hardness (7) can interact more efficiently with Aedes
aegypti OBPs; to the point that less volatile substances, that is, with low vapor pressure, were
reported as excellent binders for AaegOBP1 and AaOBP22, reinforcing the hypotheses

proposed at the experimental level.

Keywords: Insect Repellents. Odorant Binding Proteins. In silico studies. Aedes aegypti.

Mosquitoes.
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1 INTRODUCAO

As doencas metaxénicas (transmitidas por vetores) sao uma preocupacdo em todo o
mundo e representam um dos principais problemas de saude publica. De acordo com a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), elas sdo responsaveis por mais de 17% das doengas
infecciosas, matando mais de 700.000 pessoas anualmente (WHO, 2020). Os agentes
etiologicos podem ser bactérias, virus, protozoarios € nematoides que, ao se adaptar a
microbiota do vetor, desencadeiam uma série de comportamentos fisioldgicos neste até a
finalizagdo do seu ciclo de parasitismo (GRISOTTI, 2010). Os mosquitos (Diptera: Culicidae)
representam os principais vetores de doencas que infectam milhares de pessoas anualmente
(WHO, 2020).

O Aedes Aegypti, atualmente distribuido por quase todo o mundo, ¢ o vetor da Dengue,
da Febre Amarela, da Chikungunya e do Zika Virus. Particularmente, a Dengue ¢ a doenga
mais prevalente nas regides tropicais e subtropicais. Estima-se que sao diagnosticados cerca
de 96 milhdes de casos de Dengue e 40.000 mortes a cada ano (WHO, 2020). O controle deste
inseto ¢ dificultado em razdo da sua versatilidade na escolha dos locais para oviposicao.
Beserra et al. (2010) relataram que a larva do mosquito pode se adaptar a diferentes ambientes
e tipos de dgua, como na agua da chuva e no esgoto bruto.

Muitas estratégias sdo utilizadas para o controle do Ae. Aegypti, tais como o controle
mecanico, o controle biologico e o controle quimico (ZARA et al., 2016), além da distribui¢ao
de vacinas em areas endémicas como medida profilatica. Atualmente, dentre as doengas
transmitidas pelo Ae. aegypti, foi desenvolvida vacina apenas para a Febre Amarela
(ROUKENS; VISSER, 2008). Entretanto, ¢ importante destacar que as vacinas nao conferem
protecdo com 100% de eficdcia. Na auséncia de vacinas, a alternativa mais eficaz e
ambientalmente aceitadvel para evitar interacdes entre mosquitos e humanos ¢ a
implementagao de sistemas push-pull em regides endémicas. Esse tipo de ferramenta ¢
construida para operar de acordo com estimulos de odor, atuando como uma armadilha para a
captura em massa de vetores (WAGMAN et al., 2015; MENGER et al., 2015). No entanto,
ainda existem muitas limitagcdes em relagdo ao uso de substancias atrativas e repelentes para a
aplicacdo em saude publica. Ray (2015) aponta em seu manuscrito o pouco uso pela
populagdo dos principios ativos comercialmente disponiveis, como o repelente N,N-Dietil-3-
metilbenzamida (DEET). O autor destaca a aversdao do publico a produtos ndo-naturais, a

necessidade de aplicagdo a altas concentracdes na pele, os custos relativamente altos e a baixa
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qualidade cosmética. Outrossim, as armadilhas podem se tornar caras e volumosas porque
exigem uma fonte de Didxido de Carbono (CO,) como isca e também podem conter
substancias que possuem odores desagradaveis ao olfato humano. Como uma area de pesquisa
altamente relevante para a sociedade, existe uma necessidade urgente de descobrir ou
sintetizar novas classes de atrativos e repelentes para o controle global de mosquitos.

Até onde se sabe, os insetos desencadeiam comportamentos fundamentais para a sua
existéncia (localizacao de presas, defesa e agressividade, selecdo de plantas hospedeiras,
acasalamento, organizacdo de atividades sociais etc.) através do cheiro (VILELA; LUCIA,
2001). Para tanto, esses invertebrados sdo dotados de um olfato extremamente sensivel e
seletivo a uma gama de substancias quimicas presentes no ambiente (LEAL, 2005). Respostas
comportamentais ou fisiologicas com acao interespecifica (interacao entre dois individuos de
espécies diferentes) ou intraespecifica (interacdes entre dois individuos da mesma espécie),
sdo mediadas de acordo com as propriedades fisico-quimicas de moléculas odoriferas
conhecidas como semioquimicos (NORDLUND; LEWIS, 1976).

O conhecimento sobre as bases moleculares relacionadas a quimiorrecepcdo em
artropodes (Insecta), sugere um modelo ao qual compostos volateis como repelentes,
feromonios e aleloquimicos (infoquimicos) sdo transduzidos em sinais elétricos pelos
Neurdnios Sensoriais Olfatorios (OSNs, do inglés Olfactory Sensory Neurons), componentes
das sensilas, isto ¢, unidades que conferem caracteristicas unicas aos 0rgdos sensoriais dos
insetos, tais como as antenas e os palpos maxilares (LI; LIBERLES, 2015). No entanto, a
natureza hidrofobica dos semioquimicos em geral, ndo permite que essas moléculas cheguem
aos dendritos dos OSNs com facilidade. E reconhecido, sobretudo, que o papel de solubilizar
e transportar sinais quimicos através da linfa sensitiva ¢ comumente atribuido a pequenos
polipeptideos soluveis de baixo peso molecular (~15 pg por antena), as chamadas Proteinas de
Ligacdo a Odorantes — OBPs, do inglés, Odorant Binding Proteins (VOGT; RIDDIFORD,
1981; ZHOU et al., 2006). Devido o primeiro nivel de selecdo e identificagdo de moléculas
odorantes estar associado as OBPs, varios estudos tém se concentrado em entender mais
profundamente o seu papel no sistema quimiossensorial dos insetos (VENTHUR et al., 2014).

E reconhecido que a fungdo biologica de uma proteina esta intimamente associada a sua
estrutura terciaria. Tendo em vista a dificuldade e o alto custo envolvido na determinagao de
estruturas proteicas complexadas ou ndo, existem mais sequéncias primarias de proteinas do
que estruturas terciarias armazenadas em bancos de dados, como no Protein Data Bank
(PDB). Tratando-se de OBPs, as estruturas sao limitadas a pouco mais de 70. Recentemente, a

Proteina de Ligacdo a Odorantes 1 e 22 do mosquito Ae. aegypti (abreviaturas: AacgOBP1 e
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AeOBP22, respectivamente) presentes na antena da fémea, foram depositadas no PDB
(LEITE et al., 2009; WANG et al., 2020). Essas proteinas desempenham fungdes primordiais
na deteccao de odorantes e alimentagao do mosquito.

Ensaios in silico (simulagdes computacionais) sao amplamente utilizados no estudo de
sistemas bioldgicos. Particularmente, para descrigdes detalhadas sobre as estruturas das OBPs
e ao reconhecimento de potenciais ligantes para essas proteinas, os métodos baseados em
algoritmos da Quimica Computacional e¢ da Bioinformdtica sdo uma pega-chave. Em
contrapartida, pesquisas baseadas em modelos virtuais auxiliam na compreensdo das forcas
fisico-quimicas ndo covalentes que determinam a especificidade de ligacdo de compostos
fisiologicamente relevantes para diferentes espécies de insetos (VENTHUR et al., 2014).

Os mecanismos relacionados a recepcdo e liberacdo de odores em insetos sdo
comumente investigados por métodos experimentais de alto custo, como a Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) e a Cristalografia de raios-X. Além disso, técnicas empiricas
muitas vezes ndo conseguem descrever completamente a natureza fisico-quimica das
interacdes receptor-ligante. Utilizar simulagdes computacionais para o estudo de sistemas
biologicos possibilita redugcdo no tempo e nos gastos envolvidos em métodos experimentais
de alto rendimento. Descrigdes completas dos mecanismos de ligacdo e liberacdo para
semioquimicos fisiologicamente relevantes, portanto, podem ser obtidas através de Docking
Molecular e outros algoritmos da bioinformatica e Quimica Computacional, contribuindo para
o desenvolvimento de medidas profilaticas eficientes ao controle de pragas na agricultura e

combate de mosquitos hematdfagos.
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2 OBJETIVOS

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivos:

2.1 OBJETIVO GERAL
Analisar como repelentes de insetos naturais e sintéticos interagem com as proteinas
AaegOBP1 e AeOBP22 do mosquito Ae. aegypti por meio de uma metodologia in silico, na

tentativa de contribuir para uma compreensao mais detalhada sobre as bases moleculares que

permeiam a quimiorrecepgdo neste inseto.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Buscar na literatura substancias que possuem efeitos repelentes no Ae. Aegypti.

® Propor um modelo virtual preciso para a estimativa da energia de ligacio OBP-

repelente por meio de Docking Molecular combinado com métodos semiempiricos.

e Examinar a natureza das forcas intermoleculares que permeiam a afinidade de ligagao

dos repelentes com as OBPs.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ARBOVIROSES

As doengas transmitidas por vetores ainda constituem uma das principais causas de
morbidade no Brasil e no mundo. S3o transmitidas pela picada de espécies de artrépodes
infectados, tais como pulgas, carrapatos e mosquitos (GOLDING et al., 2015; WILSON et al.,
2020). Esses insetos sdo ectotérmicos, logo dependem do clima para a sua sobrevivéncia e
reproducdo. Sobretudo, ¢ reconhecido que fatores climaticos, socioecondmicos, culturais e
geograficos impactam diretamente na distribuicdo da populacdo de vetores e na transmissao
de doencas (KNUDSEN; SLOOFF, 1992). Assim, o controle de doencgas infecciosas torna-se
dificultado, uma vez que o ciclo de vida dos vetores e reservatorios tem relagdo direta com a
temperatura, com a umidade, com padrao de uso do solo e com a vegetacao.

A intensa modificacdo do bioma natural, portanto, pode afetar populagdes de mosquitos
e hospedeiros vertebrados, levando-os a migrarem para outros habitats e, por sua vez, infectar
animais € humanos, tornando-se um sério problema de saude publica (BARCELLOS et al.,
2009). Alguns exemplos de aborviroses sdo a dengue (principal doenca reemergente em paises
tropicais e subtropicais), a febre amarela, a filariose, a malaria, a leishmaniose, ¢ a febre do
Nilo Ocidental (LIMA-CAMARA, 2016). Estudos ainda indicam a migracdo humana como
um dos contribuintes para mudangas no quadro epidemioldgico das doencas. Por exemplo, a
leishmaniose visceral (também conhecida como calazar) foi introduzida no Novo Mundo por
volta do ano de 1500, por meio de cdes infectados que acompanhavam os exploradores de

Portugal e do Mediterraneo (BRAZIL, 2013).

3.1.1 O mosquito Aedes aegypti

E fato que as deficientes condi¢des de saneamento ambiental em varios municipios
brasileiros intensificam a transmissdo de arboviroses (ALBUQUERQUE; DOS SANTOS;
PIMENTEL, 2019). A exemplo da ocorréncia atual da triplice epidemia ocasionada pelo
mosquito Ae. aegypti — Dengue, Febre de Chikungunya e a Sindrome Congénita do Zika
Virus (SCZV).

Atualmente considerado como um mosquito cosmopolita, o Ae. aegypti é transmissor da
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dengue, da Chikungunya, da febre amarela e da SCZV. Ele ¢ preto com riscos formando um
pequeno desenho semelhante a uma taga no térax e listras brancas na cabega e nas pernas
(Fig. 1), sendo menor que os mosquitos comuns (NELSON, 1986). O macho da espécie se
alimenta de frutas, e a fémea ¢ hematdfaga, sendo capaz de colocar entre 150 e 200 ovos
durante o seu periodo de vida, que dura em torno de 1 més. Se os ovos forem postos por uma
fémea contaminada pelo virus da dengue, quando completarem seu ciclo evolutivo, serdo

capazes de transmitir a doenga (SESA, 2020).

Figura 1 — Mosquito macho (2 esquerda) e fémea (centro e direita) de Ae. aegypti.

(Fonte: GOLDI, 1905).

O Ae. aegypti ¢ muito versatil na escolha dos criadouros onde deposita os seus ovos,
que sdo preferencialmente artificiais — caixas d’adgua descobertas, latas e garrafas vazias,
pneus, vasos de plantas ou quaisquer objetos capazes de armazenar agua da chuva. Os ovos
sdo postos milimetros acima da superficie da dgua e podem resistir por varios meses até a
chegada de 4gua que propicie a incubacdo, eclodindo em 30 minutos. O periodo de
desenvolvimento da larva até a origem de um mosquito adulto varia entre sete e nove dias
(NELSON, 1986). O genoma da espécie foi sequenciado e publicado em 2007. Os dados
incluem 1,38 bilhdes de pares de bases contendo cerca de 15.419 genes que codificam as
proteinas do mosquito (NENE et al, 2007).

Proveniente da Africa e distribuido por quase todo o mundo, o mosquito depende
exclusivamente da concentragdo humana no local para se estabelecer (POWELL, 2018). O
primeiro indicio de que o Ae. aegypti poderia ser um vetor de arboviroses, como a febre
amarela, data de 1901, nos estudos realizados por Reed e Carroll (1901). Em 1906, foi
comprovado que o mosquito também poderia transmitir a dengue (BANCROFT, 1906).
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3.1.2 Doencas transmitidas pelo Aedes aegypti

Com a globalizagdo, as constantes alteragdes climaticas e o crescente nimero de voos
internacionais, existem condic¢des favordveis a propagagdo de vetores e de pessoas infectadas
durante o periodo de incubagdo dos virus (VASCONCELOS, 2015). Dentre as arboviroses
emergentes e reemergentes, as transmitidas pelo Ae. Aegypti (Fig. 2) sdo consideradas grandes

desafios a saude publica.

Figura 2 — Doencas transmitidas pelo mosquito Aedes aegypti.

Febre Amarela

Chikungunya

(Fonte: Elaborado pelo autor).

3.1.2.1 Dengue

Estudos indicam que a dengue provavelmente tenha se originado de virus que
circulavam em primatas ndo humanos proximos a peninsula da Malasia (UJIVARI, 2008), e se
espalhado pelo mundo desde o periodo da comercializagdo de escravos (século XV-1X) até o
advento do aumento de viagens e do comércio nas ultimas décadas (MOUSSON et al., 2005).
A dengue ¢ um virus RNA da familia Flaviviridae (Flavivirus), que incluem quatro cepas do

virus, que sdo:

¢ Infeccido Inaparente: ocorre quando a doenca praticamente ndo se manifesta, assim o
individuo ndo apresenta os sintomas;

¢ Dengue Classica: o primeiro sintoma ¢ febre alta (39° a 40°C), comumente
acompanhado de cefaleia ou dor nos olhos. O individuo também pode sentir dores
musculares e 0sseas, fadiga, nduseas, vomitos, falta de apetite e apresentar manchas
avermelhadas na pele;

¢ Dengue Hemorragica: os sintomas sdo similares a Dengue Classica, entretanto por

volta do terceiro dia, o paciente comeca a apresentar sangramentos nas gengivas e na
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pele, bem como vOmitos e dor abdominal intensa. A Dengue Hemorragica ¢
considerada a forma mais grave da doenga, pois o individuo infectado corre risco de
vida;

¢ Febre Hemorragica da Dengue: ¢ o tipo mais grave e raro da dengue hemorragica,
em que o paciente apresentara sintomas como hipotermia, palidez, taquipneia,

alterag¢des no nivel da consciéncia, pressdo baixa e hemorragias (NEVES, 2019).

Os sintomas da dengue comecgam repentinamente apds o periodo de incubagao do virus,
que varia de 3 a 7 dias, e seguem trés fases — (1) fase febril inicial; (2) fase critica; e (3) fase
de recuperagdo espontanea (SIMMONS, 2012). Ainda ndo existe nenhum agente antiviral
eficaz para tratar a infec¢do por dengue, desta forma o tratamento ¢ suportado pelo
gerenciamento cuidadoso de fluidos. Nos casos em que o paciente apresentar sangramento ou
intolerancia aos fluidos orais, devera retornar imediatamente ao hospital (WILLS et al., 2005).
Em alguns casos, a transfusdo de sangue pode salvar a vida do paciente.

Os casos mais graves de dengue ocorrem em uma pequena parcela, visto que a maioria
dos infectados sdo assintomaticos ou apresentam os sintomas da dengue classica. Um dos
grandes problemas de saude publica ¢ a hospitalizacdo frequente de pessoas com sintomas
leves da doenca no nivel primario de atendimento. Sistemas eficientes de triagem répida por
profissionais experientes, avaliacao clinica diaria facilitada e campanhas de conscientizagao
sobre a doenga ajudariam a reduzir internagdes desnecessarias (SIMMONS, 2012).

No Brasil, a situacdo epidemioldgica do ano de 2020, até a semana 34, periodo
correspondente a 29/12/2019 a 22/08/2020, indica que foram notificados 924.238 casos
provaveis de dengue (taxa de incidéncia de 439,8 casos por 100 mil habitantes); e 465 Obitos
por dengue hemorragica, sendo que 225 permanecem em investigagdo. Em relagao aos casos
confirmados, a regido Centro-Oeste do pais foi a mais afetada (Fig. 3), com uma taxa de
1.159,9 casos por 100 mil habitantes, seguida das regides Sul (929,2 casos/100 mil
habitantes); Sudeste (339,1 casos/100 mil habitantes; Nordeste (240,7 casos/100 mil
habitantes); ¢ Norte (106,7 casos/100 mil habitantes). (MEDEIROS et al., 2020a).
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Figura 3 — Distribui¢do da taxa de incidéncia de dengue por municipio no Brasil, referente a Semana
Epidemiologica (SE) de 1 a 34 de 2020.

Incidéncia SE 34
Sem dados
0,01 - 50,00
50,01 - 100,00
I 100,01 - 300,00
B 300,01 - 500,00
Il 500,01 - 22.770,98

A

500 0 500

(Fonte: MEDEIROS et al., 2020).

O desenvolvimento de uma vacina contra a dengue que seja segura e eficaz tem sido
consideravelmente dificil. Entretanto, um progresso notavel tem sido feito durante os ultimos
8 anos com relacdo a ensaios clinicos realizados com a principal vacina candidata ao combate

do virus da dengue: a ChimeriVax (Sanofi Pasteur) (LANG, 2012).

3.1.2.2 Febre Amarela

A febre amarela ocorre em alguns paises da Africa, na América do Sul e na América
Central, no ambito de dois ciclos basicos: (1) silvestre, sendo transmitida por mosquitos do
género Haemagogus a primatas ndo humanos; e (2) urbano, sendo transmitida pelo Ae.
aegypti para humanos (TESH et al., 2001). O periodo de incubagdo do virus em seres
humanos varia, em média, de trés a dez dias ap6s a picada do mosquito (COURA, 2013).

Também pertencente ao gé€nero Flavivirus, a febre amarela teve seu genoma
sequenciado em 1985. Ele ¢ constituido de RNA de fita simples ndo segmentado, com 10.862
nucleotideos que codificam 3.411 aminoacidos (RICE et al., 1985). A doenga possui um
carater sazonal, sendo mais frequente entre os meses de janeiro e abril, quando a densidade de
mosquitos ¢ influenciada por uma série de fatores ambientais, tais como a estacdo chuvosa
(TAUIL, 2010).

Os casos leves de vitimas da febre amarela apresentam sintomas como dor de cabega,
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nausea e vomitos, além de dores no corpo, calafrios, febre, mal-estar, perda de apetite e
ictericia (olhos amarelados). J4 os casos graves incluem doengas cardiacas, hepaticas e renais
que podem causar a morte. Ainda ndo existe um medicamento especifico para a doenga,
assim, recomenda-se o uso de remédios anti-inflamatoérios nao esteroides para aliviar os
sintomas de dor, inflamagdes e febre, bem como terapias de reidratagdo oral. Uma vez que
ndo existem antivirais para a febre amarela, a maneira mais eficaz para o combate a doenca ¢é
evitar a contaminagdo por meio de estratégias para o controle de vetores, bem como a
vacinacdo. No Brasil, existem duas vacinas de virus vivo atenuado disponiveis, ambas com
eficacia estimada em mais de 95% para criangas maiores de 2 anos (COSTA et al., 2011).
Entre os anos de 2019/2020 (julho de 2019 a junho de 2020), foram notificados no
Brasil 3.196 casos suspeitos de febre amarela, envolvendo a morte de macacos. Dentre estes,
358 epizootias foram confirmadas, 722 foram descartadas, 505 permanecem em investigacao
e 1.611 foram classificadas como indeterminadas por falta de amostras para o diagndstico. Em
humanos, foram notificados 881 casos suspeitos, dos quais 18 foram confirmados ¢ houveram
3 obitos (letalidade de 16,7%) (MEDEIROS et al., 2020b). Apesar de ser considerada uma
doenca muito rara devido ao numero de casos confirmados por ano, a febre amarela possui
uma taxa de mortalidade alta. Além do mais, Cavalcante ¢ Tauil (2017), destacam o risco de
reintroducao do virus urbano no Brasil devido ao aumento da epidemia silvestre que atinge os
estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Santa Catarina, desde

dezembro de 2016.

3.1.2.3 Chikungunya

A Chikungunya é um Alphavirus também originirio da Africa por meio de ciclos
silvestres complexos entre vetores do género Aedes, principalmente Ae. aegypti, € primatas
ndo humanos. A primeira emergéncia da doenca ocorreu com sua introducdo no sudeste
asiatico e na india, apds o seu isolamento, em 1952. Desde entdo, o virus segue um ciclo
esporadico de transmissdo continua no &mbito urbano (NASCI, 2014).

Em 2014, O Brasil identificou uma transmissao autéctone da Chikungunya na cidade de
Oiapoque, no estado do Amapa4, originaria do Caribe em Outubro de 2013. No mesmo ano,
foram confirmados 2.772 casos de infec¢des pela doenga, em que o Amapa e a Bahia foram os
estados mais afetados, com 1.554 e 1.214 casos, respectivamente (SOUZA, 2016).

A infecgdo pelo virus Chikungunya ¢é caracterizada por uma sindrome febril stbita,
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acompanhado de dores nas articulagdes, dores musculares, dor de cabeca, fadiga e erupgdes
na pele. Estima-se que 5% dos pacientes apresentam manifestagdes reumadticas e
musculoesqueléticas pos-Chikungunya (PIALOUX et al., 2007). Assim como as outras
arboviroses, a imunizagao passiva ¢ uma das opgoes terapéuticas e preventiva para o combate
a Chikungunya. Do mesmo modo, ainda ndo existe um antiviral especifico para o tratamento
da doenga, que atualmente ¢ feita pela administracdo de analgésicos e esteroides a fim de
aliviar os sintomas articulares (HONORIO et al., 2015).

Até a SE 34 de 2020 foram notificados 66.788 casos provaveis de Chikungunya no
Brasil, aos quais as regides Norte e Sudeste possuiram as maiores taxas de incidéncia, com
79,2 casos/100 mil habitantes e 22,0 casos/100 mil habitantes, respectivamente. O estado da
Bahia se destaca com 49,6% dos casos provaveis da doenca no pais. Atualmente, foram
confirmados 12 o6bitos pela infeccdo do virus e 18 encontram-se em investigacao

(MEDEIROS et al., 2020a).

3.1.2.4 Sindrome Congénita do Zika Virus

Apo6s a Copa do Mundo de Futebol realizada no ano de 2014, uma nova doenga febril
foi registrada em algumas localidades do Nordeste Brasileiro, mais especificamente nas
cidades de Natal (RN), Recife (PE) e Salvador (BA) (ZANLUCA et al., 2015). Curiosamente,
as manifestacdes clinicas do virus ndo coincidiam com a dengue ou Chikungunya, apesar da
regido Nordeste ser uma area endémica para estas arboviroses. As primeiras publicagdes
indicavam o surgimento de uma epidemia inédita mediada pela Sindrome Congénita do Zika
Virus (SCZV ou ZIKV). (ZANLUCA et al., 2015; CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015).

Isolado inicialmente em primatas ndo humanos na Africa, em 1947, a SCZV é um virus
RNA pertencente ao género Flavivirus, com trés linhagens principais — uma originaria da Asia
e duas da Africa. A doenga esta intimamente relacionada a proliferagdo vetorial, bem como as
condigdes sanitarias das regides afetadas, uma vez que ¢ transmitida pelos mosquitos Ae.
aegypti e Ae. albopictus (ZANLUCA et al., 2015).

Os sintomas das pessoas infectadas por ZIKV sdo bastantes similares a dengue e a
Chinkungunya, por isso o diagnostico real de pacientes com essa doenga torna-se dificultado.
Entretanto, o Ministério da Satide do Brasil aponta para os casos de febre acompanhada de
exantema pruriginoso como indicativos de suspeita de infec¢do por SCZV (LUZ; SANTOS;
VIEIRA, 2015).
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Uma das maiores preocupagdes no que tange a SCZV ¢ a sua relagdo com a ocorréncia
de microcefalia em recém-nascidos (SALGE et al., 2016). O Brasil foi o primeiro pais a
identificar essa possivel relacdo, ao analisar maes durante a gestagdo, no periodo de agosto e
outubro de 2015. Dos 35 primeiros casos notificados de microcefalia no Brasil, 25
apresentaram microcefalia severa, e todas as maes residiam ou visitaram areas infectadas com
o virus. Os testes identificaram a presenga da SCZV em amostras cerebrais dos recém-
nascidos (SCHULER-FACCINI et al., 2016). At¢ a SE 34 de 2020, foram notificados 5.959
casos provaveis de SCZV, sendo que a regido Nordeste ainda apresentou a maior taxa de

incidéncia (7,3 casos/100 mil habitantes) (MEDEIROS et al., 2020a).

3.2 A QUIMIORRECEPCAO EM INSETOS

Naturalmente, todos os seres vivos precisam manter fortes interacdes com o ecossistema
ao qual fazem parte, a fim de garantir-lhes a sobrevivéncia. Nesse sistema complexo de troca
de informagdes, os insetos desenvolveram ao longo de 600 milhdes de anos um processo de
comunicacao singular. Ja4 parou para pensar como formigas, abelhas, vespas e cupins se
reconhecem e realizam tarefas dentro de suas colonias? Ou por que a nossa pele ¢é
praticamente “irresistivel” para a maioria dos mosquitos? Ou até mesmo por que as moscas
sd0 magicamente atraidas por frutas? Esses comportamentos sdo mediados pelo
reconhecimento de compostos organicos volateis (semioquimicos)' presentes no ambiente. Os
exemplos citados anteriormente, ilustram a importancia do olfato para a maioria dos insetos.
A capacidade de identificar e reconhecer diferentes odores ¢ extremamente vital para a
existéncia desses invertebrados, uma vez que sinais quimicos distintos podem fornecer
informacgdes cruciais sobre fontes de alimentos, localizagdo de presas e acasalamento
(VILELA; LUCIA, 2001).

Desde a descoberta do primeiro feromdnio sexual, isolado das glandulas do Bicho-da-
seda (Bombyx mori) (BUTENANDT, 1959), avancamos cada vez mais na compreensdo da
neurobiologia olfativa dos insetos por meio de abordagens biologicas, bioquimicas e
fisiologicas celulares. Os mecanismos moleculares responsaveis pelo reconhecimento de

odores nesses organismos serdo brevemente abordados nas segdes posteriores.

1 Nordlund e Lewis (1976) utilizaram o termo Semioquimicos (que significa “sinais quimicos”) pela primeira
vez para se referirem as substdncias quimicas responsaveis pela comunica¢do entre 0s organismos.
Entretanto, houve um consenso de que o termo semioquimico ¢ amplo, englobando tanto as substincias
responsaveis pela comunicacdo, quanto as toxinas e os nutrientes. Desta forma, Dicke e Sabelis (1988)
criaram o termo Infoquimicos para enfatizar a diferenca entre essas categorias.



27

3.2.1 A Transduc¢ao do Sinal Olfativo

As antenas dos insetos sdo os 0rgdos mais importantes para a deteccao de odores. Sao
estruturas caracterizadas geralmente por trés segmentos — escapo, pedicelo e flagelo —, que
apresentam estruturas quitinosas, denominadas de sensilas. A morfologia das sensilas pode ser
diversa, compartilhando um certo grau de organizagdo e funcgdes. As sensilas olfativas sao
responsaveis por abrigar um numero varidvel (1-50) de Neuronios Sensoriais Olfativos
(OSNSs, do inglés Olfacotory Sensory Neurons) em seu interior (ZACHARUK, 1980).

A identificagdo de moléculas volateis presentes no ar ocorre pelas sensilas olfativas,
cada qual apresentando uma cavidade distal preenchida por um liquido aquoso denominado
de “linfa sensitiva”, onde estao presentes os OSNs (Fig. 4). Os poros existentes na superficie
da cuticula permitem a passagem de moléculas odorantes até as terminacdes dendriticas dos
OSNs, onde o sinal quimico ¢ transduzido em impulso elétrico neural. A duragdo do percurso
entre a chegada das moléculas volateis até¢ o interior da sensila e sua interagdo com a
membrana dos dendritos dos OSNs ¢ primordial para que a reacdo da célula diante de
mudangas na concentracdo do odor seja quase imediata (SACHSE; KRIEGER, 2011). Além
do mais, esse sistema requer um rapido desaparecimento das moléculas de estimulo para
deixa-lo disponivel a deteccdo de novos sinais (LORENZO; MELO, 2012). Esse ¢ um

processo que ocorre em trés niveis:

* O primeiro nivel na sele¢do de odores ¢ atribuido a pequenas proteinas globulares
soluveis que, em referéncia ao seu modo de acdo, estdo sendo chamadas de
“encapsulinas” — as Proteinas de Ligacdo a Odorantes (OBPs) e as Proteinas
Quimiossensoriais (CSPs). Sua funcdo principal ¢ a de transportar moléculas
odorantes através da linfa. As OBPs sdo proteinas de baixo peso molecular
(aproximadamente 14 kDa), constituidas de 120 a 150 aminoécidos com seis residuos
de cisteina formando seis pontes dissulfeto, responsaveis por estabilizar a sua estrutura
tridimensional. J4 as CSPs possuem cerca de 12-13 kDa e quatro residuos de cisteina

conservadas (PELOSI; CALVELLO; BAN, 2005; LEAL, 2013).

* O segundo nivel diz respeito ao reconhecimento e ao desencadeamento dos sinais
elétricos, que ocorrem devido aos receptores quimiossensoriais. Até agora, sio
conhecidos trés tipos de receptores quimiossensoriais em insetos — (i) Receptores de

Odor (ORs, do inglés Odorant Receptors); (ii) Receptores Gustativos (GRs, do inglés
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Gustatory Receptors); e (iii) Receptores lonotrépicos (IRs, do inglés lonotropic

Receptors).

* O terceiro nivel no processo de transdugao do sinal olfativo tem relacdo com a rapida
recuperagdo do sistema para receber novos estimulos. Véarios estudos indicam a
participagdo de Enzimas Degradadoras de Odor (EDOs) nesse processo (VOGT;
RIDDIFORD, 1981; ISHIDA; LEAL, 2005; LEAL, 2013).

Figura 4 — Representacdo esquematica de uma sensila olfativa.

...................... Llnfa Sens|t|va

................... Célula
Suporte

(Fonte: Adaptado de SUH, BOHBOT; ZWIEBEL, 2014).

3.2.1.1 Proteinas de Liga¢do a Odorantes

A primeira OBP foi identificada em 1981 por Vogt e Riddiford a partir de estudos
envolvendo o bicho-da-seda (VOGT; RIDDIFORD, 1981). Pesquisadores conferem atencao
especial as OBPs devido a sua grande diversidade e por estarem estritamente ligadas ao
transporte de odores. Por serem relativamente pequenas e expressas em alta concentracao nas
antenas dos insetos, j& foram depositadas mais de 2.000 sequéncias de aminoacidos de OBPs
no National Center for Biotechonoloy Information (NCBI). Essas proteinas possuem
estruturas tridimensionais compactas, que sdo particularmente resistentes a desnaturagdo

térmica. (PELOSI, 1994; PAOLINI et al., 1999). Por esse motivo, torna-se possivel combinar
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diferentes métodos experimentais € computacionais para a previsao de suas estruturas, bem
como a realizac¢ao de estudos para a descoberta de possiveis ligantes.

Sandler et al. (2000) relataram a primeira estrutura cristalina de uma OBP apds 19 anos
dos estudos realizados por Vogt e Riddiford. O artigo trata da PBP1 (sigla utilizada para
Proteina de Ligacdo a Feromonios) do B. mori e suas interagdes com o feromonio sexual
bombykol [(E, Z) -10,12-hexadecadien-1-o0l]. Até o momento, existem mais de 75 estruturas
de OBPs de insetos resolvidas por NMR e cristalografia de raios-X que foram depositadas no
banco de dados Protein Data Bank (PDB).

A subfamilia de OBPs cléssicas sdo as mais estudadas até o momento, apresentando 6 o-
hélices conectadas por 3 pontes dissulfeto de acordo com um padrao C1-X;530-C2-X5-Xs6.42-
C4-X5.14-C5-X5-C6 (XU; ZWIEBEL; SMITH, 2003). Entretanto, ja foram identificadas OBPs
em outras espécies de insetos, como na barata alema (Blattella germanica), que possuem
quatro cisteinas (chamadas de Minus-C) e oito cisteinas (chamadas de Plus-C) (ROBERTSON
et al., 2018). As estruturas cristalizadas das OBPs classicas geralmente assumem uma forma
dimérica com uma cavidade de ligacdo que consiste em um tinel que se estende em cada uma

das duas subunidades (LEITE et al., 2009; WOGULIS et al., 2006).

3.2.1.2 Receptores de Odor

Denominam-se como Receptores de Odor (ORs, do inglés Odorant Receptors), as
proteinas do tipo GPCRs (Receptores Acoplados a Proteina G, do inglés G Protein-Coupled
Receptors) constituidas de sete dominios transmembrana, que apresentam uma topologia na
membrana celular caracterizada pela por¢ao amino terminal voltada a regido intracelular
(BENTON et al., 2006; LUNDIN et al., 2007). Essa singularidade, bem como a auséncia de
homologia com os receptores olfativos acoplados a proteina G de vertebrados torna os ORs de
insetos distintos das GPCRs classicas (MOMBAERTS, 1999; WISTRAND; KALL;
SONNHAMMER, 2006). O nimero de genes que codificam os ORs varia de acordo com as
diferentes espécies de insetos. Por exemplo, para a mosca-das-frutas (Drosophila
melanogaster), aproximadamente 60 ORs foram relatados (ROBERTSON; WARR;
CARLSON, 2003), 131 para o Ae. Aegypti (BOHBOT et al., 2007) e 48 para o B. mori
(WANNER et al., 2007).

Segundo Vosshall e Hansson (2011), os neurdnios olfativos co-expressam dois tipos de

receptores — um co-receptor olfativo chamado de Orco e um OR propriamente dito. Com os
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ORs nos insetos funcionando como heterodimeros, a especificidade e resposta frente a um
odor ¢ garantida (LARSSON et al., 2004; NAKAGAWA et al., 2005). Em contraste com os
ORs, o Orco ¢ amplamente expresso nos OSNs, sendo invariante em sequéncia através de
linhagens de insetos distantes. Assim, os ORs ndo s3o funcionais na auséncia de um Orco
(BENTON et al., 2006). Por esse motivo, Missbach et al. (2014), sugerem que o Orco pode
representar a forma ancestral dos ORs de insetos evolutivamente basais.

Uma limitacdo que torna o estudo sobre a quimiorrecep¢do em insetos veemente
dificultado ¢ o pouco conhecimento sobre as caracteristicas estruturais e funcionais mais
elementares dos ORs, em fungdo desses receptores ndo possuirem homologia com qualquer
outra familia de proteinas. Entretanto, recentemente foi publicado um trabalho que pode servir
como base para o avango na compreensdo das bases moleculares da olfagdo nos insetos — o
primeiro Orco pertencente a uma espécie de vespa do figo (Apocryta bakeri) foi depositado

no PDB sob o codigo 6C70 (https://www.rcsb.org/structure/6C70). Butterwick et al. (2018),

utilizaram o método de microscopia eletronica para revelar a estrutura tridimensional do Orco
que forma um canal tetramérico composto por quatro dominios transmembrana.

Saberi e Seyed-allaei (2016) utilizaram uma formulagdo matematica para prever o
volume e a flexibilidade estrutural dos sitios de ligacdo dos ORs de D. melanogaster, e
formularam a hipdtese que a afinidade de um par receptor-odorante ¢ afetada pelos seus
tamanhos relativos. Ainda, Choo et al. (2018) aplicaram uma abordagem de ecologia quimica
reversa para mapear compostos ativos para 7 ORs expressos nas antenas de Culex
quinquefasciatus. Eles confirmaram por registros de eletroantenograma que o acetaldeido
ativa o Receptor Olfativo 36 do Culex quinquefasciatus (CquiOR36) como um feromonio de

oViposi¢ao.

3.2.1.3 Receptores lonotrdpicos

Uma familia de receptores altamente conservados nas antenas da D. melanogaster foi
recentemente descoberta: os Receptores lonotropicos (IRs, do inglés lonotropic Receptors).
Homologos aos classicos Receptores lonotrdpicos de Glutamato (iGluRs), mas especializados
na percep¢ao de aminas, dcidos organicos e alcoois, os IRs podem atuar como canais 10nicos,
formando complexos heteroméricos com um ou mais co-receptores para realizar as suas
funcdes fisiologicas (BENTON et al., 2009; KAUPP, 2010; ABUIN et al., 2011; SILBERING

et al., 2011). Posteriormente, os IRs foram relatados em vérias outras espécies de insetos, tais
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como mosquitos, mariposas, borboletas e gafanhotos (CROSET et al., 2010; GUO et al.,
2013; CHEN et al., 2017; YIN, et al., 2020).

De acordo com Raji et al. (2019), os mosquitos fémeas de Ae. aegypti ndo sao atraidas
pelo acido latico (um composto comportamentalmente ativo no suor humano) quando o co-
receptor Ir8a presente nas suas antenas ¢ bloqueado. Isso indica que a localizagdo de
hospedeiros pelo mosquito pode ser dependente dos IRs. De forma similar, a lagarta do norte
(Mythimna separata), uma das principais pragas do milho na Asia, detecta o acido latico pelos
receptores ionotropicos MsepIR8a, MseplR64a, MsepIR75q1 e MsePIR75q2 (TANG et al.,
2020).

3.2.1.4 Receptores Gustativos

Os insetos sdo capazes de diferenciar substincias doces e amargas por meio de
Neuronios Sensoriais equipados com Receptores Gustativos (GRs, do inglés Gustatory
Receptors) que residem na sensila gustativa do aparelho bucal, nos tarsos e nas asas
(HALLEN; DAHANUKAR; CARLSON, 2006). Cerca de 68 GRs foram identificados em D.
melanogaster e, pelo menos 4 destes, encontram-se expressos nos OSNs da antena (SCOTT et
al., 2001; THORNE; AMREIN, 2008). Em particular, os receptores gustativos GR21a e
GR63a da D. melanogaster sao primordiais para o reconhecimento de CO», uma substancia
usada pelo inseto para encontrar alimentos fermentados (JONES et al., 2007).

Os mosquitos hematofagos podem usar o CO, exalado para localizar hospedeiros
humanos e se alimentarem. Os GRs de Ae. Aegypti (GR1, GR2 e GR3) e 4. gambiae (GR22,
GR23 e GR24), expressos nos palpos maxilares, podem reagir tanto ao CO, quanto aos odores
da pele (LU et al.,, 2007, ROBERTSON; KENT, 2009). Estudos também apontam a
participacdo dos GRs na deteccdo de repelentes de insetos, como o DEET (SANFORD;
SHIELDS; DICKENS, 2013).

3.3 OBPS DO AEDES AEGYPTI

At¢ o momento, duas OBPs do mosquito Ae. aegypti tiveram suas estruturas

tridimensionais resolvidas, a AaecgOBP1 (PDB: 3K1E) e a AeOBP22 (PDB: 60II) (Fig. 5).
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Figura 5 — Estruturas tridimensionais das OBPs do Ae. aegypti resolvidas por cristalografia de raios-X,
atualmente depositadas no PDB. A proteina AacgOBP1 possui 6 a-hélices, enquanto que a proteina AcOBP22
possui 7.

AaegOBP1 AeOBP22

(Fonte: Elaborado pelo autor).

A AaegOBP1 ¢ uma proteina com 125 aminoacidos, que compartilha 82% de identidade
com a OBP1 (AgamOBP1) do mosquito transmissor da malaria, 4. gambiae (BIESSMANN
et al., 2002). Sua estrutura geral ¢ similar as OBPs classicas, com 6 a-hélices conectadas por
trés pontes dissulfeto, em que a cavidade de ligacdo ¢ formada pelos residuos de aminoacidos
hidrofobicos Phel5, Leu58, Phe59, Ala62, Val64, Leu73, Leu76, Ala79, Leu80, Ala88,
Leu89, Gly92, Leu96, Phel23, Leul24 e Ile125 das hélices 1, 3, 4 ¢ 5. O terminal-C bloqueia
parte da cavidade, sendo um possivel liberador de ligantes (LEITE et al., 2009). Nao obstante,
a AeOBP22 tem sido apontada como a principal reguladora de comportamentos alimentares
do mosquito. Sendo expressa nas glandulas reprodutivas dos machos, nas antenas das fémeas
e nas glandulas salivares, essa proteina é capaz de se ligar com acidos graxos de cadeia longa
(> 12 atomos de carbono). Contrariamente as demais OBPs que formam dimeros para regular
a ligagdo e o transporte de ligantes, a AeOBP22 ¢ monomérica em solu¢do, mas compartilha
uma estrutura semelhante as OBPs classicas. O sitio de ligagdo ¢ um tunel com

aproximadamente 20 A de comprimento e volume de 144 + 10 A’ (WANG et al., 2020).

3.4 ESTUDOS IN SILICO COM OBPS

No ambito experimental, a cristalografia de raios-X e a Ressonancia Magnética Nuclear

(RMN) sdo as técnicas mais acuradas atualmente para analises referentes a determinagao de
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estruturas 3D de proteinas, bem como para estudos relacionados as interagdes de proteina-
ligante. Entretanto, apesar desses artificios fornecerem informagdes estruturais de alta
precisdo, eles sdo consideravelmente caros e demorados. Nesse sentido, as abordagens da
Quimica Computacional e da Bioinformatica (estudos in silico) tém contribuido de forma
relevante como ferramentas complementares as técnicas experimentais.

Abordagens baseadas em algoritmos de Bioinformatica, tais como a modelagem de
proteinas por homologia, t€ém permitido, em muitos casos, a elucidagdo das caracteristicas
estruturais de OBPs (VENTHUR et al., 2014). Combinado a esse tipo de metodologia, muitos
autores também estdo utilizando Dindmica Molecular e Docking Molecular para explicar os
mecanismos de ligagdo OBPs-odorantes (TIAN; LIU; ZHANG, 2016; YANG et al, 2017).
Desta forma, a identificacdo de semioquimicos, a previsdo da estrutura tridimensional das
OBPs e seus mecanismos de ligacao, tém proporcionado inimeras aplicagdes biotecnoldgicas,
tais como a descoberta de novos repelentes, controle de pragas e o desenvolvimento de
biossensores (BRITO et al., 2020).

Honson et al. (2003) foram os primeiros a realizar estudos sobre modelagem por
homologia com OBPs. Os autores usaram o servidor SWISS-MODEL para modelar a
LmarPBP1 (143 aminodcidos) e a LmarPBP2 (145 aminoéacidos) da lagarta-do-sobreiro,
Lymantria dispar, considerada uma séria praga de diversas arvores e arbustos. Os modelos 3D
das proteinas foram gerados a partir da PBP1 do B. mory (SANDLER et al., 2000). A
modelagem molecular também foi utilizada para a previsdo das estruturas de OBPs de
gafanhotos (JIANG et al., 2009), de pulgdes (ZHONG et al., 2012), de lagartas (LIU; HE;
DONG, 2012), e de mosquitos (PARAMASIVAN et al., 2007; RUSCONI et al., 2012).

3.5 REPELENTES DE INSETOS

Tendo em vista a caréncia de vacinas e medicamentos especificos disponiveis para o
tratamento de doengas transmitidas por vetores, € recomendavel evitar a interagdo de insetos
com humanos por meio de medidas profilaticas. A prevencao de picadas de mosquitos pode
ser controlada por vias fisicas, quimicas e bioldgicas. Exemplos de controle fisico de vetores
incluem a utilizagdo de roupas claras com mangas compridas, combate aos focos que podem
se tornar possiveis criadouros de mosquitos e utilizacdo de redes em dormitérios (BRASIL,
2017). Por via quimica, recomenda-se a pulverizagdo generalizada de inseticidas em 4areas
endémicas, bem como a aplicacdo de repelentes na pele ou nas roupas. O controle biologico

pode ser realizado adicionando peixes e bactérias ndo patogénicas que consomem as larvas de
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mosquitos em reservas de agua (BODHE; WADHAI, 2018); também pela modificacao
genética dos machos para transmitirem genes fatais aos seus descendentes (JOHNSON, 2015)
ou pela transferéncia de um agente indutor de infertilidade para as fémeas (LOCROIX et al.,
2012).

Os repelentes sdo amplamente utilizados como medida profilatica no combate de
mosquitos e outros artropodes devido a sua eficacia e grande variedade disponivel no
mercado. No meio rural, a fumaga emitida pela queima de plantas ainda ¢ bastante utilizada
para afastar insetos. (MOORE; DEBBOUN, 2006). Um repelente ¢ uma substancia organica
odorifera que age comumente na sua fase de vapor a fim de aumentar a eficacia do sinal

quimico transmitido.

3.5.1 Principais repelentes de insetos

Embora a fumacga gerada pela queima de diferentes tipos de vegetagdo ou madeira, tais
como cascas de coco (Cocos nutifera), madeira da manga silvestre (Mangifera spp) e
gengibre selvagem (Alpinia spp) (VERNEDE; MEER; ALPERS, 1994) seja eficaz para a
repeléncia de artrépodes, a sua producdo continua pode gerar incomodos as familias que
moram em residéncias proximas. Nesse sentido, foram necessarios o desenvolvimento de
métodos mais modernos de repelir insetos, tais como os repelentes de uso pessoal. Antes da
década de 1940, quatro compostos eram largamente utilizados pela populacdo para a
repeléncia de insetos — o 6leo de citronela, o ftalato de dimetila, o indalone e o etohexadiol
(PETERSON; COATS, 2001). Hoje em dia, os repelentes mais comuns e eficientes sdo o
DEET, a Icaridina, o IR3535 (sintéticos) e o PMD (natural), que sdo descritos brevemente nas

secdes seguintes.

3.5.1.1 DEET

O N,N-Dietil-3-Metilbenzamida (DEET) ¢ um dos repelentes mais eficazes atualmente
disponiveis no mercado (GOODYER et al., 2010). Sintetizado pelo exército dos Estados
Unidos da América (EUA) em 1946, o DEET ainda ¢ usado como base para o
desenvolvimento de outros principios ativos eficientes para a repeléncia de insetos. Estima-se
que cerca de 120 produtos fabricados por 30 empresas registradas na Agéncia de Protecdo

Ambiental dos Estados Unidos (EPA, do inglés United States Environmental Protection
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Agency) utilizam o DEET em sua composi¢ao (EPA, 2017).

O DEET foi projetado para ser aplicado diretamente na pele, estando disponivel em
concentracdes que variam de 5 a 99% nos produtos comerciais. Entretanto, o Centro de
Controle e Prevencdo de Doengas dos EUA (CDC, Center for Disease Control and
Prevention) recomenda o uso de produtos contendo DEET com concentragdes < 50%, em que
o platd da sua eficacia ¢ alcangado (BUESCHER et al., 1983).

Apesar dessa substancia nao representar riscos a satde humana, grande parte da
populacgdo evita o uso do DEET na pele alegando que esta possui propriedades indesejaveis,
tais como odor desagraddvel (MAIA; MOORE, 2011); ainda, populagdes que vivem em
regides endémicas estdo sujeitas a inumeros problemas socioecondmicos, € ndo conseguem
pagar pelo uso diario de repelentes. Assim, com o aumento da densidade de vetores em areas
urbanas e rurais, a sociedade atual ¢ desafiada com a descoberta de repelentes alternativos

mais eficazes e baratos que o DEET (KATZ et al., 2008).

3.5.1.2 Icaridina

A Icaridina [2-(2-hidroxietil)-1-4cido piperidinocarboxilico 1-metilpropil éster] ou KBR
3023 (nome comercial), € um principio ativo derivado da pimenta tao eficaz quanto o DEET
em concentracdes de 20 a 25% (YAP et al., 1998; CARROLL et al., 2008; GOODYER;
SCHOFIELD, 2018). Ao contrario do DEET, a Icaridina ¢ uma substancia inodora ¢ nao
oleosa quando aplicada na pele, sendo um repelente bastante atrativo para as pessoas (KATZ;
MILLER; MILLER, 2008).

Esse composto foi usado pela primeira vez na Europa em 2001 e introduzido nos EUA
ha pouco mais de 15 anos. Ele ¢ eficaz contra as picadas de varias espécies de mosquitos,
moscas e carrapatos. O tempo de protecao € variavel, ja que devem ser considerados fatores
como a temperatura, a concentragdo e a espécie do inseto. Por exemplo, Xue e Barnard (2004)
testaram a repeléncia da Icaridina em uma concentragdo de 10% para trés espécies de
mosquitos: Aedes albopictus, Culex nigrapalpus e Ochlerotatus triseriatus. O tempo de
protecdo nesse estudo variou entre 4 e 8h. Por outro lado, Pretorius et al. (2003), relataram
que o composto apresentou efeitos repelentes por apenas lh para carrapatos da espécie

Amblymma hebraeum (Acari: Ixodidae).
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3.5.1.3IR3535

O IR3535 (Butilacetilaminopropionato de etila) ¢ um composto estruturalmente similar
a B-alanina, um aminodacido de ocorréncia natural. Esse repelente sintético ¢ um 6leo incolor e
quase inodoro, tendo ampla eficdcia contra mosquitos, carrapatos, piolhos e outros insetos.
Introduzido no mercado americano em 1999, atualmente também ¢ caracterizado como
biopesticida pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos da América (EPA, do
inglés United States Environmental Protection Agency) (EPA, 2008).

Produtos contendo IR3535 em concentragdes de 10 e 20% apresentaram repeléncia
média de 1,5-2,8h para Ae. aegypti e 3,5-6,5h para Cx. quinquefasciatus, sendo praticamente
equivalente ao DEET (20%) (CILEK; PETERSEN; HALLMON 2004). Para o mosquito
Aedes taeniorhynchus, um transmissor da Encefalite Equina Venezuelana (TURELL;
LUDWIG; BEAMAN, 1992), o tempo médio de protecao completa foi estimado em 3h
(BARNARD et al., 2002).

3.5.1.4 Permetrina

A Permetrina ¢ uma substancia largamente utilizada como medicamento para o
tratamento de sarna e piolhos (aplicado na pele como uma lo¢do ou creme); bem como
inseticida, quando pulverizada nas roupas ou nos mosqueteiros. Pode ser usada no ambito da
agricultura para matar parasitas do gado e para proteger as plantagdes de milho, algodao, trigo
e alfafa, entretanto deve ser tratada com cautela, ja que o composto ¢ letal para alguns insetos
essenciais, como as abelhas. E também usada na industria téxtil como forma de prevenir o
ataque de insetos a produtos feitos de 13. A permetrina é comercializada como um repelente,
mas atua exclusivamente como inseticida, incapacitando ou matando os insetos antes que eles
possam picar. Existem quatro estereoisomeros da permetrina, dos quais dois [(1R, 3S)-trans
Permetrina e (1R, 3R)-cis Permetrina] sdo responsaveis pelas suas propriedades inseticidas

(CAROLINE, 1999).

3.5.1.5 Repelentes naturais

Repelentes a base de plantas ainda sdo bastante usados pelas comunidades mais pobres

que vivem nas zonas rurais tropicais para afastar mosquitos e outros insetos (MOORE;
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LENGLET; HILL, 2006). Novos repelentes naturais podem ser descobertos (1) por meio da
etnobotanica, em que sdo realizadas entrevistas estruturadas e a coleta de amostras das plantas
(CASAS et al., 2001); e (2) por intermédio da bioprospeccao, onde ¢ feita uma triagem em
massa de plantas para o estudo de sua atividade. Em particular, este segundo método permitiu
o descobrimento do p-metano 3,8-diol (PMD) na década de 1960 (NAVES; OCHSNER;
1969), um dos constituintes do o6leo de eucalipto-limao (Corymbia citriodora), que se
encontra atualmente disponivel no mercado.

O CDC aprovou o uso do PMD como repelente em abril de 2005, ao qual demonstra
protecdo comprovada para mosquitos da espécie Aedes, Anopheles, Culex e Ochlerotatus
(CARROLL; LOYE, 2006). O composto possui baixa toxicidade aguda por via oral,
inalatoria e dérmica (EPA, 2000), e varias rotas de sinteses naturais e sintéticas ja foram
elucidadas (MPUHLU, 2007, RUST, 2009; DRAPEAU et al., 2011). E uma substancia
incolor e proporciona uma sensagao refrescante, apresentando um odor semelhante ao mentol
(LEFFINGWELL, 2018). Apesar dos ingredientes ativos do eucalipto-limao serem altamente
volateis, evaporando rapidamente apos aplicagdo na pele, isso ndo acontece com o PMD
devido a sua baixa pressdo de vapor em comparagdo com as demais monoterpenos
encontrados na maioria dos 6leos vegetais (BARASA et al., 2002). Por esse motivo, o PMD
(30%) exibe um tempo de prote¢do e de meia-vida semelhante ao DEET (20%) (GOODYER
et al., 2020).

Apesar do PMD nao ser téxico, os usudrios do repelente devem tomar cuidados
especiais durante a aplicacdo, j& que o composto causa irritacdo ocular. Nesse sentido, €
recomendavel que este ndo seja aplicado no rosto ou nas maos de criangas menores de 3 anos.
Ao longo do tempo pesquisadores t€m tentado otimizar a atividade estrutural do PMD. Barasa
et al. (2002) sintetizaram 3 estereoisomeros do PMD — [1] (+)(#rans)-p-metano-3,8-diol, [2]
(-)(cis)-p-metano-3,8-diol, [3] (+)(cis)-p-metano-3,8-diol — aos quais todos tiveram atividade
repelente contra o An. gambiae. Um outro estudo avaliou os efeitos do PMD (20%) no
comportamento do Ae. Aegypti, mais especificamente no que diz respeito a alimentagdo e a
fecundidade do mosquito. Nesse caso, houve uma reducgdo estatisticamente significativa (p
<0,001) no percentual de mosquitos que se alimentaram com sangue (38%) quando expostos
ao repelente, em comparagdo com 0s nao expostos (49%). Por outro lado, nenhuma mudanga
consideravel foi observada na densidade de postura dos ovos dos mosquitos expostos € nao
expostos ao repelente (LEE et al., 2018).

Os Oleos essenciais a base de plantas do género citronela (Cymbopogon nardus) sao

bastante populares na Europa e na América do Norte, sendo vendidos no mercado em
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concentragdes que variam de 5-10% e garantem prote¢do maxima de até 2h contra mosquitos.
Essa concentracdo mais baixa em relacdo aos repelentes tradicionais ocorre porque os
compostos de citronela podem causar sensibilidade na pele em concentracdes >10%. Os
principios ativos comuns da citronela sao o citronelal, o citronelol, o geraniol, o a-pineno e o
limoneno. A volatilidade desses compostos pode ser diminuida ao misturar o 6leo essencial
com uma molécula de vanilina (5%), aumentando o tempo médio de protecdo (TAWATSIN et
al., 2001); outra técnica utilizada para prolongar o efeito dos repelentes naturais a base de
citronela ¢ a microencapsulagao (SPECOS et al., 2010).

Ao analisar 10 O¢leos essenciais de uma planta nativa do continente Africano,
popularmente conhecida como Geranio-Cheiroso, Pelargonium graveolens (Geraniaceae),
Tabanca et al. (2013) descobriram que uma das amostras, o 10-epi-gama-Eudesmol, repeliu
>90% dos carrapatos da espécie Amblyomma americanum (L.), equiparando-se ao DEET.
Pesquisas desse tipo sdo importantes para o aumento da variedade de principios ativos

naturais sobremaneira eficientes para evitar a interacao de insetos com humanos.

3.5.2 O mecanismo de a¢do do DEET

Para a sintese ou descoberta de novos repelentes realmente eficientes e acessiveis, €
necessario um conhecimento profundo sobre as bases moleculares da olfacdo em insetos, bem
como o entendimento sobre o modo de agdo das substincias repelentes atualmente
disponiveis, tal como o DEET. O estudo da biologia vetorial, especialmente no que se refere
aos modos de reconhecimento de odores em artrépodes € extremamente dificultado devido
aos modos diferentes de comportamentos dos insetos. Por exemplo, as trés principais espécies
de mosquitos hodiernamente investigadas nesse contexto sdo o Cx. quinquefasciatus, o Ae.
aegypti ¢ o An. gambiae. No entanto, a biologia, o comportamento ¢ a ecologia quimica
dessas trés espécies sao tao distintos, que nao seria uma surpresa se o seu modo de agdo para a
deteccao do DEET nao fosse universal (LEAL, 2014).

Um dos primeiros modelos sugeridos para o modo de acdo do DEET foi proposto por
Mclver (1981). De acordo com o autor, o repelente participa na ativagdo indireta dos
receptores olfativos do mosquito Ae. aegypti, interagindo com os lipideos da membrana
celular dos neurdnios quimiossensoriais do inseto devido a sua polaridade e, por conseguinte,
alterando a func¢do dessa membrana. No entanto, estudos posteriores por meio de ensaios

eletrofisiologicos de sensilas de insetos desafiaram o modelo de Mclver, uma vez que estes



39

apontavam para uma possivel modulagdo do DEET em alvos moleculares especificos
(DITZEN; PELLEGRINO; VOSSHALL, 2008; BOHBOT; BOHBOT; DICKENS, 2010).

Atualmente, por meio de uma combinacao de genética comportamental e abordagens
eletrofisiologicas, os pesquisadores estdo propondo trés hipdteses para o modo de agdo do
DEET. Em um primeiro nivel, as moléculas responsaveis pelo odor humano, tais como o
acido latico (C;Hs0s), o dioxido de carbono (CO»), € outros cairomdnios” atraem os insetos,
ao se ligarem a receptores olfativos especificos e, consequentemente, provocarem a ativagao
dos OSNs (SMALLEGANGE et al., 2005; MCMENIMAN et al., 2014). Com a aplicacao do
DEET na pele, o repelente pode agir supostamente pela (1) inibi¢do do odor do humano,
bloqueando a ativacdo dos OSNSs; (2) pela modulagao da ativagdo dos receptores olfatorios
pelo odor humano, alterando a codificagdo do odor e, consequentemente, mudando o padrao
de ativacdo normal dos glomérulos presentes no lobo antenal; (3) pela interagdo com um OR
especifico, que provoca um sinal elétrico neural de aversdo do inseto pela substincia
(DEGENNARO, 2015).

Estudos recentes envolvendo os receptores olfativos do Cx. quinquefasciatus, mais
especificamente o CquiOR 136, demonstraram que o DEET, a Icaridina, o PMD, o IR3535 ¢ o
Jasmonato de Metila sdo repelentes que interagem com esse receptor. Este ensaio sugeriu que
apenas um unico OR ¢ relevante para a recep¢cdo do DEET e outros repelentes na fase de
vapor (XU et al., 2014).

E fato que os mecanismos que permeiam o modo de agdo dos repelentes de insetos
ainda sdo uma questdo em aberto na fisiologia, tendo em vista que devem-se considerar as trés
hipoteses sugeridas para o DEET. Ademais, ¢ extremamente necessario a discriminagao entre

estas hipoteses a fim de que seja projetada a nova geragao de repelentes.

2 Cairomonios estdo classificados na categoria dos aleloquimicos. Sdo substincias que desencadeiam uma
resposta comportamental favordvel em outros individuos e provoca, no emissor do composto, uma reacao
danosa; isso ocorre quando sdo considerados organismos de espécies distintas (DICKE; SABELIS, 1988).
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4 METODOLOGIA COMPUTACIONAL

A proposta central deste trabalho ¢ analisar as interacdes entre as OBPs do mosquito

Ae. aegypti e repelentes por meios de estudos in silico. A metodologia computacional (Fig. 6)
utilizada ¢ discutida nas sec¢des a seguir.

Figura 6 — Infografico resumindo a metodologia computacional utilizada neste trabalho.
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A Relagdo Quantitativa Estrutura-
Atividade foi usada como base
para analisar as relagdes existentes
entre as propriedades quimico-
quanticas dos repelentes e a afini-
dade de ligagdo OBP-Repelente.

XX

A Anélise de Componentes

Regressao Linear Multipla foi usada
Principais (PCA) foi usada para prever as energias de interagdo
para estabelecer inter-relacdes OBP-Repelente.
entre as propriedades quimico-
guanticas computadas pelo
MOPAC.

(Fonte: Elaborado pelo autor).
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4.1 OTIMIZACAO GEOMETRICA DOS REPELENTES

Inicialmente, foi feita uma busca na literatura por repelentes de insetos fisiologicamente
ativos para a espécie Ae. Aegypti. Com isso, foi selecionado um conjunto de 21° repelentes
naturais e sintéticos do banco de dados de moléculas Pubchem (WANG et al., 2009) (Fig. 7).
Os principais repelentes comerciais — DEET, PMD, IR3535 e Icaridina — foram inclusos no
estudo. Em seguida, o sistema de coordenadas espaciais dos compostos foi obtido no

formato .SDF e inspecionado visualmente no programa Avogadro (HANWELL et al., 2012).

Figura 7 — Estrutura molecular dos repelentes selecionados.
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(Fonte: Elaborado pelo autor).

3 Numero minimo de estruturas necessarias para que fosse possivel realizar estudos envolvendo RML.
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Os métodos de Quimica Quantica podem ser aplicados para descrever os tipos de
interacdes entre um ligante e seu receptor biologico pela derivagdo direta das suas
propriedades moleculares. Em Quimica Medicinal, por exemplo, esse tipo de metodologia ¢
comumente aplicado no estudo das Relagdes Quantitativas entre a Estrutura Quimica e a
Atividade Biologica (modelos QSAR, do inglés Quantitative Structure—Activity Relationship),
ou entre as Propriedades Fisico-Quimicas (modelos QSPR, do inglés Quantitative Structure-
Property Relationship) para a busca por novos farmacos.

Desta forma, realizaram-se estudos de analise conformacional para a otimizagdo
geométrica de cada repelente e para o célculo das suas propriedades estruturais e eletronicas:
Momento de Dipolo (u), Orbital Molecular Ocupado de Mais Alta Energia (HOMO), Orbital
Molecular nao Ocupado de Mais Baixa Energia (LUMO), gap HOMO-LUMO (Ag..), Dureza
(1), Maciez (S), Volume Molecular (V), Energia Eletronica (E), Afinidade Eletronica (4) e
Energia de Ionizagdo (/). Tais descritores foram selecionados por serem mais comumente
utilizados em estudos QSAR/QSPR (ARROIO; HONORIO; SILVA, 2010). Esses
procedimentos foram realizados em um Laptop baseado em Linux, com processador core-i3
de 6° geracdo utilizando o método quantico semiempirico Parameterization Method 6 (PM6),
combinado com o método de otimiza¢do padrio FEigenvector Following (EF) (BAKER,
1986), implementado no programa MOPAC/2016 (STEWART, 2016). A geometria de cada
molécula foi obtida apds o programa ter calculado os ciclos maximos para a convergéncia
(ponto de parada). Além disso, as propriedades: pressdo de vapor (P) e coeficiente de particdo
octanol/agua (log P) também foram selecionados como descritores importantes, estes obtidos
do Pubchem.

Os métodos Quimico Quanticos semiempiricos, tal como o PM6 utilizado neste
trabalho, sdo capazes de descrever diversos problemas de natureza elétrica a nivel
atdmico/molecular. Eles mesclam a teoria com resultados experimentais (por isso sdo
denominados de semiempiricos) para reduzir o custo computacional envolvido nos calculos.

A abordagem tedrica empregada procura resolver aproximagdes as equacgdes de
Hartree-Fock-Roothaan (Eq. 1) por intermédio de parametros obtidos por ajuste numérico, ou

derivados de resultados experimentais.

FC=SCe )



43

onde F ¢ a matriz de Fock, C ¢ uma matriz de coeficiente, S ¢ uma matriz de sobreposi¢ao de

base e € ¢ a matriz das energias dos orbitais.

4.2 DOCKING MOLECULAR

Docking Molecular (ou ancoragem molecular) ¢ uma metodologia que auxilia na
descrigdo in silico das interagdes quimicas que podem ocorrer entre uma pequena molécula
(ligante) e uma biomolécula (receptor), fornecendo estimativas da energia livre de ligacao
entre ambos. Quando uma simulagdo de Docking ¢ realizada, sdo obtidas diferentes
conformagdes espaciais (poses) do ligante no sitio ativo do receptor. A partir dai, cabe ao
pesquisador selecionar a configuragdo mais provavel para descrever as interagdes ligante-
receptor; geralmente, a pose com a menor energia de ligacdo € RMSD (Root-mean-square
deviation of atomic positions) < 2 A é a conformagio mais favoravel. Atualmente, existem
uma gama de softwares e servidores disponiveis para estudos de Docking (SILVA; PEREIRA,
2020). Em um estudo de Docking ¢ possivel considerar a flexibilidade molecular do receptor
e do ligante, o que pode aumentar consideravelmente o custo computacional; entretanto, esse
tipo de tratamento ¢ o mais indicado para simular a dindmica do sistema. Uma forma
simplificada de explicar o objetivo principal do Docking ¢ imaginar o modelo chave-
fechadura (Fig. 8) proposto por Emil Fischer em 1894 (FISCHER, 1984). Nesse modelo, o
receptor seria a fechadura, o sitio ativo do receptor seria o orificio da fechadura, a chave seria
o ligante, e o “abrir e fechar da porta” representariam as atividades intrinsecas relacionadas as
interagdes receptor-ligante. Ligantes de naturezas diferentes podem interagir com um receptor
eficientemente, mas apenas os agonistas sdo capazes de “abrir a porta” e desencadear uma
resposta biologica no receptor; os ligantes que bloqueiam a resposta bioldgica podem ser
considerados como uma “chave falsa”, pois apesar de terem acesso a “fechadura”, ndo podem
“abrir a porta”.

Apesar do modelo chave-fechadura ser uma forma simples de descrever o Docking, os
casos reais de interagdes receptor-ligante sdo extremamente complexos de prevé-los ou
descrevé-los, isso porque sdo inumeras as variaveis envolvidas nesse processo. O
reconhecimento molecular de uma proteina complexada depende das -caracteristicas
estruturais do sitio de ligacdo do receptor e das moléculas interagentes, bem como das suas
caracteristicas fisico-quimicas. Geralmente, o grau de afinidade receptor-ligante ¢ avaliado

pelas forcas intermoleculares envolvidas.
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Figura 8 — Modelo chave-fechadura.

Sitio de ligagao
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(Fonte: Elaborado pelo autor).

Neste trabalho, apds a otimizagdo geométrica dos 21 ligantes, as estruturas
cristalograficas de raios-X dos receptores AaegOBP1 ¢ AaecOBP22 foram obtidas do banco de
dados Protein Data Bank, com os codigos PDB 3K1E e 60Il, respectivamente. Geralmente,
as OBPs existem em solucdo como um dimero, mas podem se dissociar lentamente no
monomero correspondente, tornando também a forma monomérica uma proteina ativa.
Portanto, os mondmeros (cadeia A) de cada OBP foram selecionados para os estudos de
Docking. Apds as proteinas terem sido baixadas em formato .PDB, elas foram inspecionadas
visualmente no programa Chimera (PETTERSEN et al., 2004), onde os ions, os ligantes e as
moléculas de agua foram removidos do sistema. Em seguida, os sitios ativos de cada OBP
foram previstos utilizando o servidor online Deepsite*.

Os arquivos de entrada (input) para o Docking foram preparados no programa Autodock
Tools de acordo com os seguintes passos: (1) apenas os hidrogénios polares foram
adicionados as proteinas; (2) cargas de Kollman foram inclusas e computadas por residuo de
aminoacido; (3) uma caixa de simulagio (grid box) de 0,5 A foi adicionada a cada OBP em
seu respectivo sitio ativo, com as coordenadas espaciais previstas pelo Deepsite para
AaegOBP1 [x = 124, y = 42.4, z = 24.2] e para AacOBP22 [x = 28.7, y = 24.5, z = 29.8].
Logo em seguida, os arquivos foram salvos no formato .pdbqt; (4) os ligantes otimizados por
PM6 foram devidamente preparados no formato .pdbqt; (5) por fim, o Docking Molecular foi
realizado individualmente para cada ligante utilizando o programa Autodock 4.2,

considerando os ligantes flexiveis e os receptores rigidos.

4 O servidor Deepsite permite que o usuario busque pelas coordenadas espaciais dos sitios ativos das proteinas
modeladas ou ja disponiveis no PDB. Esta disponivel em: https://www.playmolecule.org/deepsite/.


https://www.playmolecule.org/deepsite/
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4.2.1 Interacoes receptor-ligante

O reconhecimento molecular proteina-ligante ¢ mediado por um grande numero de
interagdes intra e intermoleculares, em que as mais importantes sdo as pontes de hidrogénio,
as interagdes hidrofobicas e as forcas de van der Waals. A formag¢do de um complexo ¢
favorecida pela aproximagao das superficies apolares do sitio do receptor e do ligante, de
modo que quando estes ndao estdo interagindo entre si, possuem suas partes apolares
solvatadas por camadas organizadas de moléculas de 4gua. Com a aproximagao das moléculas
interagentes, ocorre uma desorganizagdo das moléculas de dgua, aumentando a entropia do
sistema e, consequentemente, a formacdo do complexo torna-se favoravel (efeito
hidrofébico). Com isso, € notoria a importancia do solvente nas interacdes receptor-ligante
(KRONBERG, 2016).

Moléculas de 4gua conservadas que interagem fortemente com o sitio ativo de uma
proteina podem influenciar a mudanca estrutural desse sitio, alterando o volume acessivel ao
ligante ou até mesmo o perfil das ligagdes de hidrogénio. As variagdes da entropia rotacional,
translacional, vibracional e conformacional dos solutos também sdo essenciais para a
estabilizacdo do complexo. Os desafios dos algoritmos computacionais, tais como os de
Docking, estdo centrados na compreensao do papel das moléculas de agua no sistema e a
quantificacdo precisa das variacdes entropicas conformacionais do receptor e do ligante, dado
a quantidade de graus de liberdade.

A nivel experimental, a afinidade de ligagdo em um complexo proteico ¢ medida e
reportada pela constante de dissociacao de equilibrio (K,), um valor que carrega as dimensoes
da concentragdo. Quanto menor a magnitude de K;, maior deverd ser a afinidade entre o
receptor e o ligante. Métodos teodricos, como os de Docking, sdo capazes de estimar a
constante de inibicdo (K;) que, essencialmente ¢ equivalente a K,. Assim, torna-se possivel
comparar os valores de K; com os de K, experimentais, quando disponiveis na literatura. Os
efeitos entalpicos e entropicos de um complexo proteico podem ser estimados em uma

simulacdo de Docking pela energia livre de ligacdo de Gibbs (AGyg), de acordo com a Eq. 2:

AGiy = AH — TAS = RTIn(K;) )

onde AH ¢ a variagdo da entalpia, 7' ¢ a temperatura absoluta, AS ¢ a variagao da entropia ¢ R
¢ a constante universal dos gases. Nesse caso, AGj; possui uma relagdo direta com K.

Aqui, a melhor pose conformacional de cada repelente no sitio ativo das proteinas com
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menor energia de livre ligacdo (AG) foi selecionada para as andlises estatisticas e das
interagdes intermoleculares envolvidas. Os valores da constante de Inibi¢do (K;) e Eficiéncia
do Ligante (EF) também estimados pelo Autodock 4.2 foram considerados na discussdo dos

resultados.

4.3 ANALISES ESTATISTICAS

Por meio de um tratamento estatistico multivariado com Andlise de Componentes
Principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis) foi possivel analisar inter-relagdes
entre as propriedades quimico quanticas computadas pelo MOPAC/2016 e os dados obtidos
do Docking Molecular. A PCA ¢ um procedimento matematico que usa uma ortogonalizacao
de vetores para identificar padrdes em uma matriz de dados, transformando-os em um novo
sistema de coordenadas. Assim, a maior variacao por proje¢ao dos dados deve estar localizada
ao longo da primeira coordenada, PC1, que melhor representa a distribuicdo dos dados; e a
segunda maior variagdo encontra-se ao longo da segunda coordenada, PC2, que ¢
perpendicular a primeira componente, matematicamente, a PCA ¢ uma transformacao linear
ortogonal em valores singulares de X. Os autovetores obtidos da matriz de covariincia
representam os pesos (ou loadings, em inglés), de modo que o maior autovalor associado
corresponde a PC1. O software PAST foi utilizado para este procedimento.

Por fim, foi proposto um modelo matematico via Regressao Linear Multipla (RLM) a
fim de prever o valor tedrico de AG para cada proteina complexada, relacionando as
propriedades log P, V' e I (QSAR). O objetivo desta etapa foi procurar relagdes quantitativas
entre as propriedades dos repelentes com a afinidade de ligagdo. Estudos de RLM ja foram
utilizados para estimar os tempos de protecio de um grande conjunto de repelentes
(KATRIZKY et al. 2008; KATRIZKY et al., 2010), e mais recentemente para a previsdo da
temperatura critica (7.) de supercondutores de fuleretos (DA SILVA; BASTOS; PAVAO,
2019).

As técnicas QSAR tem sido amplamente utilizada com o objetivo de projetar compostos
com propriedades especificas para a descoberta de farmacos. Geralmente, relagdes
matematicas simples como a RLM sdo estabelecidas para tentar descrever e, em seguida,
prever uma dada propriedade para um conjunto de compostos. Para este trabalho, o ideal seria
prever os valores das constantes K, experimentais para o conjunto de repelentes ¢ OBPs

selecionadas. Entretanto, nao foi possivel encontrar esses dados na literatura. Assim, o modelo
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de RLM foi utilizado para estimar a magnitude de AG fornecido pelo proprio algoritmo de
Docking implementado no Autodock 4.2.
Um modelo de regressao multipla, por exemplo, com trés varidveis explicativas, pode

ser representado pela Eq. 3:

Y = Bo + 81Xy + BaXoi + B3 X3 + € 3)

onde Y; ¢ a variavel dependente (AG), S, f> € f3 sdo os coeficientes parciais de regressao, X; e
X, sao as variaveis independentes (nesse caso, os parametros log P, V e I) do modelo, ¢ ¢; ¢

um termo de erro que pode ser incluido.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s a convergéncia dos calculos no MOPAC/2016, o programa retornou arquivos de
saida (output) com as extensdes .arc e .out que carregam as informacdes das propriedades
estruturais e eletronicas dos 21 repelentes. A geometria de cada molécula com menor energia
total associada foi obtida apdés um tempo médio de 1,545s. Para nivel de simplificacdo, os
arquivos do tipo .arc, que resumem o calculo e contém a geometria final dos compostos foram
analisados. A Fig. 7 ilustra um oufput no formato .arc para a molécula do DEET, em que a
energia potencial minima calculada pela convergéncia da geometria para a conformagao ativa
da molécula assumiu um valor de -2172,29 eV. Todos os repelentes selecionados
apresentaram energias minimas potenciais e conformacdes favoraveis, caracterizando a
estabilidade®. E possivel confirmar esses resultados observando os valores do parametro
conhecido como entalpia de formagdo (AH®)), isto ¢, o calor liberado durante a formacao da
conformagdo mais estdvel do composto a partir de seus atomos individuais. O valor de AH®,

para o DEET foi de -173,52 kJ-mol™.

Figura 7 — Estrutura otimizada do DEET fornecida pelo arquivo de saida .arc do MOPAC/2016
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(Fonte: Elaborado pelo autor).

5 E valido destacar que para medir a estabilidade dos compostos com maior precisdo, seria necessario realizar
calculos de frequéncias vibracionais. Entretanto, para nivel de simplificacdo do trabalho, optou-se em
considerar a entalpia de formagao e a energia total como parametro principal de estabilidade.
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E importante salientar que um composto quimico existe como um conjunto de varias
conformagdes, considerando os seus comprimentos e angulos de ligacdo e, até mesmo a
quantidade de tor¢des da estrutura. Desta forma, pequenas modificagdes nos angulos
torcionais da molécula podem ocasionar em mudangas no estado da sua energia potencial
minima. Para minimizar este problema, os compostos selecionados ndo foram desenhados
diretamente em um programa, mas sim baixados diretamente do banco de dados Pubchem,
esperando que estas estivessem proximas de um minimo local de energia. Outro ponto a se
considerar ¢ que, apesar do minimo global de energia ser uma situacao ideal em que
raramente € atingida, a etapa de otimizagdo ¢ extremamente importante para simulagdes de
ancoragem molecular.

Um total de 10 parametros Quimico-Quanticos, incluindo: Momento de Dipolo (w),
Orbital Molecular Ocupado mais alto (HOMO), Orbital Molecular ndo Ocupado mais Baixo
(LUMO), gap HOMO-LUMO (A1), Dureza (1), Maciez (S), Volume Molecular (V), Energia
Eletronica (£), Afinidade Eletronica (4) e Energia de Ionizagdo (/), provenientes dos calculos
de otimizag¢dao geométrica estao dispostos na Tabela 1. Considerando que o MOPAC/2016 nao
fornece os valores de A, 7, S, I e A4, eles foram calculados manualmente de acordo com as
formulas expressas no trabalho de Arroio, Hondrio e Silva (2010).

Os repelentes comerciais mais populares — DEET, IR3535 e Icaridina — exibiram
propriedades com valores proximos, especialmente para o momento de dipolo elétrico, para a
energia do HOMO, para a energia eletronica e para o potencial de ionizagdo. Os acidos
laurico, miristico, pentadeciclico e palmitico também apresentarem propriedades bastante
similares, em que as energias do HOMO, do gap, da dureza e do potencial de ionizacao
obtidas foram inversamente proporcionais a quantidade de carbonos contidas em suas
estruturas (12, 14, 15 e 16, respectivamente). O Citral, que possui um odor forte de limao e
encontra-se presente em varias plantas, como no capim-limao, na erva-cidreira, na laranja e
no limao, foi o composto que apresentou maior valor para o momento de dipolo (5,495 D),
enquanto que o p-cimeno exibiu o menor valor para esta propriedade (0,188 D).

A Permetrina, um inseticida sintético, que, atualmente também ¢ utilizado como
repelente de insetos, apresentou o maior valor para volume molecular ¢ menor energia

eletronica, sendo 460,12 A’e -4225,39 eV, respectivamente.



Tabela 1 — Propriedades estruturais e eletronicas dos repelentes calculadas pelo programa
utilizando o método semiempirico PM6. Exceto o PMD, os repelentes destacados em negrito sdo sintéticos,
sendo os mais comumente usados na industria.
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MOPAC/2016

Repelente U H L AuL n S | 4 E 1 A
@) | @) | @) [ V)| V)| V) | Q)| V) | (V) | (V)
DEET 4,648 | -9,323 | 0,039 | 9,362 | 4,681 [ 0,21363 (262,36 -2172,29 | 9,323 |-0,039
Icaridina 4,228 | -9,581 | 0,853 |10,434| 5,217 | 0,19168 | 306,94 | -2838,65 | 9,581 [-0,853
IR3535 5,057 -9,555 | 0,819 |10,374]| 5,187 |0,19279 291,01 -2688,69 | 9,555 [-0,819
PMD 3,305 -9,865 | 2,464 |12,329| 6,165 | 0,16222 238,01 | -2082,89 | 9,865 |-2,464
Acido lurico 2,128 -11,009 | 0,554 | 11,563 5,782 |0,17297 (294,17 -2381,44 | 11,009 |-0,554
Acido miristico 2,127(-10,913] 0,553 | 11,446 5,733 | 0,17443 | 338,62 -2681,12 | 10,913 {-0,553
Acido pentadecilico 2,060 (-10,884| 0,533 | 11,437 5,719 |0,17487 360,55 -2830,96 | 10,884 |-0,553
Acido palmitico 2,146 (-10,846 | 0,554 | 11,400 5,700 | 0,17544 |382,63|-2980,80 | 10,846 |-0,554
Ftalato de dimetila 3,558 (-10,412]-0,973 | 9,439 | 4,720 | 0,21189 | 227,80 -2526,09 | 10,412 | 0,973
Citral 5,495| -9,431 | -0,010 | 9,421 | 4,711 | 0,21229 | 225,45 | -1733,61 | 9,431 { 0,010
Eugenol 1,914 -8,463 | 0,128 | 8,591 | 4,296 | 0,23280|212,31|-1969,70 | 8,463 |-0,128
1-Metilnaftaleno 0,770 | -8,666 | -0,286 | 8,380 | 4,190 | 0,23866 | 186,55| -1482,44 | 8,666 | 0,286
N-(3-Metibutil)-benzamidal 4,845 | -9,740 | -0,146 | 9,594 | 4,797 | 0,20846 | 262,30| -2172,27 | 9,740 | 0,146
Nepetalactona 4,983 -9,421 | 0,352 | 9,773 | 4,887 | 0,20465 (214,38 | -1998,67 | 9,421 |-0,352
-Mirceno 0,736 -9,084 | 0,443 | 9,527 | 4,764 | 0,20993 | 216,31 | -1441,56 | 9,084 [-0,443
f-Pineno 1,008 [ -9,465 | 1,451 10,916 5,458 | 0,18322 | 198,54 | -1442,07 | 9,465 |-1,451
Linalool 2,626 -9,282 | 0,940 |10,222| 5,111 | 0,19566 (232,70|-1761,27 | 9,282 |-0,940
Mentol 2,182 (-10,088 | 2,857 |12,945| 6,473 | 0,15450 (228,39 -1790,07 | 10,088 |-2,857
a-Pineno 2,844 -9,874 | 2,315 |12,189| 6,095 | 0,16408 | 205,98 | -1732,96 | 9,874 [-2,315
p-Cimeno 0,188 | -8,922 | 0,547 | 9,469 | 4,735]0,21220 | 195,52 | -1415,41 | 8,922 |-0,547
Permetrina 2,335 -8,985 | -0,178 | 8,807 | 4,404 | 0,22709 | 460,12 | -4225,59 | 8,985 | 0,178

(Fonte: Elaborado pelo autor).

Os resultados gerados pelo servidor

Deepsite (Fig. 9) permitiram a inclusdo de uma

caixa de simulagdo de 0,5 A com centro [x = 12.4, y = 42.4, z = 24.2] para a AaegOBP1, que

envolveu todos os residuos hidrofobicos que formam o sitio de ligacdo da proteina: Phel5,
Leu58, Phe59, Ala62, Val64, Leu73, Leu76, Ala79, Leu80, Ala88, Leu89, Gly92, Leu 96,
Phel23, Leul24 e Ile125 das hélices 1, 3, 4, 5 e voltas entre as hélices 3, 4, 5 ¢ 6. As

coordenadas para a proteina AacOBP22 foram [x = 28.7, y = 24.5, z = 29.8] e a caixa também

englobou os residuos Argl5, Lys33, Lysl17, Tyr46, Trp35 que sdo capazes de realizar

interacdes de hidrogénio com ligantes.
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Figura 9 — Residuos que formam o sitio de ligagdo das proteinas (a) AaegOBP1 e (b) AeOBP22.
(a) (b)

(Fonte: Elaborado pelo autor).

5.1 DOCKING AaegOBP1

As interagdes intermoleculares e as distancias atdmicas obtidas no Docking realizado no
Autodock 4.2, revelaram inumeras interacdes hidrofobicas que se repetem entre os repelentes
com os residuos Phel23, Tyr122, Trpl14, Phe59, Hisl11, Leu76, Leu58, Leul24, Metl9,
Phel5, Met91, His77, Ala88, Leu80 e Leu89 da proteina AacgOBP1. Os residuos Ile125 e
Phel23 formaram ligagdes de hidrogénio cldssicas com os grupos oxigenados da maioria dos
compostos. Ligagcdes de hidrogénio ndo-classicas do tipo carbono-hidrogénio foram
observadas nos repelentes Icaridina, IR3535, Acido laurico, Acido miristico, Acido
pentadecilico, Ftalato de dimetila e PMD. Interacdes de van der Waals também foram
responsaveis pela estabilizagdo de todos os ligantes na cavidade hidrofobica da proteina. Os

mapas de interagdo podem ser visualizados na Fig. 10.
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Figura 10 — Mapas de intera¢des intermoleculares da proteina AaegOBP1 com os repelente
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DEET a-Pineno
10,62 uM 15,78 uM

B-Pineno Linalol
25,63 uM 28,13 uM

IR3535 1-Metilnaftaleno
29,17 uM 45,31 uM



54

,2230
5 \
Le2ne J "
’ \ ‘ !
' H il { ‘
\ ' L ;
= ‘ '
P e o= 7N -
' \ PN ‘ " \ : ! J ()
; ) : ; / \ semay . H v ) ' \
A v \ N\ , \ R . 2 . ‘
5 3 ' NG ' ' o == § '
N’ \ s £ =
e N\at’ X o
=~ Y
.

17 A “
.‘ : s - H
o ~ . J
AN " ., \ ~ g DAY
) ' : ;
b o E 2
/ o h :
.. (0
SN
. \ o= -
(%) ()} (), i
N s2oNy Pt H H ) ”
l’ \v [ . ~ . \‘55 l’ l’ \
' i e N . N rid A rid . .
Lomse & D dQ ) ' N e !
PULTS ‘ \ o~ S H YR | ) bl
' \ ' ] ’ ° ) g : ‘ h
. ) . 3 ' : ) o g ;
¢ 2 A\ a . )t A rid : :
B Q See? R o o

Cit
itral Eugenol
47,10 uM 49,65 uM

TN
. \
Loose ' ' DA
’ OO 4 ' Y
' ) N ' H
' H 1 ' 3
. \ A " Q
,oms = g
' \
' )
\ '
0 g

Ty
,®‘
..‘
== " 4
N -
‘ \ N NN
: ‘ =T \
. \ :
D g k !

{4

'
LTI ==
. . \ —_3 YAmY
¥ ) ) & “/PHE . . '
A H HIP L ] \ ]
N’ Q) COR) ' L &
- ! | v g ST
A HERN—
R

ALA
@)

Ftalato de dimetila p-Cimeno
54,39 uM 70,89 uM

o —
e, \ \
Lomae ' ' Y
D \] b/ Y
[ ) L Ad N .
] 3 s See’
N/
B Y\/\r\
5 .
/ \
H '
g o=s
. L/ >
o \
N H b D
D \ 0\ d d Y,
' ' <~ ‘ H
. ' L ,
. . . o
Ncd oo T
. X
' \
' '
N/

B-Mirceno Aci
A o
112,72 uM CIg]c.’3p9a3:r::|::Ico




MET
84

PHE
&y 35 1
Ly A kit
MET
HIS 19
7 L7E6U /\/
\/\/\) TRP
e = 14 U ey
91
f'-~s‘
:
K LEU
PHE 5 == 58
92
Acido Pentadecilico
139,68 uM
HIS
PHE m
123
HIS oLy
77 GgLZY MgE'IT TYR 92 ALA I"RI'P
122 88
PHE
15 LEU /\/
LEU 73
89
0] ~ o)
LEU
76
HIS
ki3 =S IS m (H -0
124 7
P
J
\
N\ TYR
e 122
Acido Miristico Acido laurico
176,68 uM 246,83 uM

Legendas
. Ligagdes de hidrogénio classicas
Ligagdes de hidrogénio ndo-classicas
‘ Interagdes hidrofébicas
Interagdes m-enxofre

Forgas de van der Waals

(Fonte: Elaborado pelo autor).

LEU
80

MET
91

MET
84

55

Os valores da energia de ligagdo (AG) e da constante de inibi¢do (K;) para todos os

repelentes complexados com a AaegOPB1 estdo reportados na Tabela 2. Como discutido na

secdo 2, a espontaneidade de reagdo OBP-repelente seré tdo favoravel quanto menor forem os
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valores de AG e K; e, consequentemente, a interagdo entre ambos serd mais forte. Os
repelentes comerciais: DEET, Icaridina, IR3535 e PMD apresentaram valores de AG
negativos de -6,79, -7,03, -6,19 ¢ -6,95 kcal'mol”, respectivamente, bem como K; variando
entre 6,980 ¢ 29,170 uM. A energia mais elevada do IR3535 em comparagdao com os outros
repelentes comerciais, pode ter sido ocasionada por uma interacdo ndo favoravel entre o
oxigénio do residuo Phel23 e o oxigénio do grupo amida do composto. A Permetrina foi o
ligante que se ligou mais fortemente com a AaegOBP1, com uma magnitude de AG = -10,81
kcal'mol” e K; = 0,010 uM, sendo estabilizada exclusivamente por intera¢des hidrofobicas e

de van der Waals.

Tabela 2 — Valores de AG e K; e EF para os repelentes complexados com a proteina AaecgOBP1.

Repelente AG K; EF
(kcal'mol’) (uM)

Permetrina -10,81 0,01 -0,42
N-(3-Metilbutil)-benzamida -7,50 3,17 -0,54
Nepetalactona -7,20 5,26 -0,60
Icaridina -7,03 6,98 -0,44
PMD -6,95 7,98 -0,58
Mentol -6,84 9,68 -0,62
DEET -6,79 10,62 -0,49
a-Pineno -6,55 15,78 -0,60
B-Pineno -6,26 25,63 -0,63
Linalol -6,21 28,13 -0,56
IR3535 -6,19 29,17 -0,41
1-Metilnaftaleno -5,97 4531 -0,54
Citral -5,90 47,10 -0,54
Eugenol -5,87 49,65 -0,49
Ftalato de dimetila -5,82 54,39 -0,42
p-Cimeno -5,66 70,89 -0,57
B-Mirceno -5,39 112,72 -0,54
Acido palmitico -5,38 113,93  -0,30
Acido pentadecilico -5,26 139,68  -0,31
Acido miristico -5,12 176,68  -0,32
Acido laurico -4,92 246,83  -035

(Fonte: Elaborado pelo autor)

Foi possivel observar uma tendéncia nos valores de AG nos acidos saturados (laurico,
miristico, pentadecilico e palmitico) em funcdo da quantidade de carbonos contidos na
estrutura desses compostos — quanto maior o nimero de carbonos, menor o valor de AG. O
acido laurico (12 carbonos), apresentou o maior valor de AG entre os repelentes selecionados
(-4,92  kcal'mol™), seguido dos é4cidos miristico (-5,12 kcal-mol™), pentadecilico (-5,26
kcal-mol™) e palmitico (-5,38 kcal'mol’). Um composto sintético, o N-(3-Metilbutil)-

benzamida (-7,50 kcal'mol™), retratado como um potencial repelente para o Ae. aegypti
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(BERGMANN et al., 1976) foi um ligante mais eficiente que o DEET, ficando atras apenas da
Permetrina. O monoterpendide biciclico, Nepetalactona, também apresentou uma alta
afinidade (-7,50 kcal'-mol™") com a AaegOBP1. Na década de 60, Eisner (1964) relatou que a
Nepetalactona € um composto que apresenta efeitos repelentes em insetos fitofagos. E mais
recentemente, Reichert et al. (2019) avaliaram os isdbmeros de Nepetalactona como repelentes
com eficdcia superior a 95% para o mosquito Ae. Aegypti entre 2 ¢ 4h. Em concentragdes
mais baixas, as amostras de Nepetalactona foram mais eficazes do que o DEET.

Nesterkina et al. (2018) relataram que o Mentol puro apresentou repeléncia contra o Ae.
aegypti com dosagem minima eficaz (MED = 0,094 + 0,000 mg/cm?), equiparando-se ao
Carvacrol, Guaiacol e DEET. Os pesquisadores destacaram o papel do grupo hidroxila nesses
compostos na atividade repelente, considerando a nao repeléncia do p-Cimeno (que nao ¢
dotado de grupo OH’), mesmo em testes de concentragdes mais altas. Neste trabalho, o
Mentol exibiu uma K; de 9,68 muito proximo ao DEET, enquanto que o p-Cimeno e o f-
Mirceno apresentaram um K; de 70,89 e 112,72, respectivamente. Isso reforga o papel

essencial do grupo OH™ para a eficacia dos repelentes.

5.2 DOCKING AeOBP22

A proteina AeOBP22 ¢ incomum entre as demais OBPs, ja que pode ser expressa em
multiplos tecidos quimiossensoriais, tais como as antenas, as glandulas reprodutoras dos
machos, as glandulas salivares e os espiraculos toraxicos, além de possuir uma sétima hélice
C-terminal adicional. Estudos indicam que durante o processo de acasalamento, os machos do
Ae. aegypti podem transferir a AeOBP22 para as fémeas. Essa proteina exibe uma
conservagao estrutural com uma OBP da mosca varejeira (Phormia regina), denominada de
PregOBP56a (codigo PBD 5DIC). Uma cavidade hidrofobica contendo os residuos Argl5 e
Tyr46 localizados em posicdes especificas podem interagir via ligagdes de hidrogénio com
ligantes contendo &cido carboxilico em sua composi¢ao estrutural.

AeOBP22 ¢ um exemplo aparente de que as OBPs possuem papéis distintos e altamente
especificos além da sinalizagdo quimiossensorial. Ela ¢ indicada como uma proteina que pode
se ligar naturalmente com acidos graxos de cadeia longa (entre 15 e 20 carbonos) com alta
afinidade. Quando praticamos alguma atividade fisica e suamos, as bactérias presentes na pele
iniciam um processo de metabolizacdo de proteinas e de acidos graxos presentes no suor,

componentes que tém papéis essenciais na regulacdo do comportamento dos mosquitos. Por
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exemplo, o &cido laurico e o 4acido palmitoléico, sdo indicados como substancias atrativas de
oviposicao para o Ae. Aegypti, enquanto que os acidos saturados com 14, 15, 16 e 18 carbonos
podem ser repelentes em altas concentragdes.

Os resultados do Docking (Tabela 3) deste trabalho sdo consistentes com os estudos de
Wang et al. (2020), indicando que os éacidos graxos podem se ligar com alta afinidade a
proteina AaOBP22 por meio de ligagdes de hidrogénio classicas entre os residuos Argl5 e
Try46 e o grupo carboxila dos compostos. A afinidade de ligagdo aumenta de acordo com o
aumento do nimero de atomos de carbonos na estrutura, assim como em AaegOBP1, mas
para AaOBP22 o AG ¢ da ordem de ~1,1 kcal menor, considerando os acidos laurico (-5,72
kcal-mol™), miristico (-6,16 kcal'mol™), pentadecilico (-6,37 kcal'-mol™") e palmitico (-6,56

kcal-mol™).

Tabela 3 — Valores de AG ¢ K para os repelentes complexados com a proteina AcOBP22.

Repelente AG K; EF
(keal-mol™) (uM)

Permetrina -10,37 0,03 -0,40
N-(3-Metilbutil)-benzamida -6,75 11,19 -0,48
Nepetalactona -6,62 14,12 -0,55
Acido palmitico -6,56 15,67 -0,36
Icaridina -6,42 19,52 -0,40
DEET -6,38 20,89 -0,46
Acido pentadecilico -6,37 21,27 -0,37
1-Metilnaftaleno -6,25 26,38 -0,57
Acido miristico -6,16 30,33 -0,39
o-Pineno -6,04 37,40 -0,55
B-Pineno -5,96 42,43 -0,60
Mentol -5,87 49,65 -0,53
Acido lurico -5,72 64,14 0,41
PMD -5,68 68,68 -0,47
p-Cimeno -5,68 69,08 -0,57
Ftalato de dimetila -5,62 75,41 -0,40
Citral -5,57 83,13 -0,51
B-Mirceno -5,55 85,39 -0,55
Eugenol -5,50 92,44 -0,46
Linalol -5,39 111,10 -0,49
IR3535 -4,93 243,43 -0,33

(Fonte: Elaborado pelo autor)

Assim como na proteina AaegOBP1, a AaOBP22 apresentou afinidade de ligagdo
similar para os trés ligantes mais efetivos: Permetrina (-10,37 kcal'‘mol™), N-(3-Metilbutil)-
benzamida (-6,75 kcal'mol') e Nepetalactona (-6,62 kcal'‘mol”). A Permetrina realiza
interacdes hidrofobicas e de van der Waals com os residuos Phel08, Phe51, Ilel16, Trp35,
[le120, Leull, Ile47, Phe37, Phel05, Met54, Tyr46, Pro63, GIn109, Phe57, Alal01, Leu56,
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Gly104, Leu72 e Val50. Um residuo de Glyl104 torna o N-(3-Metilbutil)-benzamida um
ligante mais efetivo para AeOBP22 do que o DEET (-6,38 kcal'‘mol™), quando realiza uma
ligacdo de hidrogénio com o grupo amida do composto. Um efeito parecido também ocorre
com a Icaridina (-6,42 kcal'mol™), onde o aminoacido Glyl04 realiza uma interagdo de
hidrogénio classica com o grupo hidroxila da molécula; e uma ligacdo de hidrogénio nao-
classica do tipo carbono-hidrogénio também ¢ estabelecida entre o residuo Leu56 e o carbono
5 localizado no anel da estrutura da Icaridina.

Li et al. (2008) relataram anteriormente que os melhores ligantes para AeOBP22 sao
moléculas com dois anéis aromaticos conectados por uma cadeia rigida, exercendo um papel
importante no transporte de feromonios através da linfa. De forma andloga, identificamos que
a Nepelactona, uma molécula constituida de dois anéis interconectados, ¢ um ligante
altamente eficaz para essa OBP, apresentando um K; = 14,12 ¢ EF = -0,55, assim como o 1-
Metilnaftaleno (K; = 26,38 e EF = -0,57). Nesse caso, os anéis aromaticos de ambas as
estruturas estabelecem intera¢des hidrofobicas com varios residuos de aminoacidos, tais como
Tyrd6, Phe51, Gly104, Ile116 e Trp35.

O repelente IR3535 se destacou como o ligante menos eficiente para a AeOBP22, com
um AG = -4,93 kcal'mol”, K; = 243,43 ¢ EF = -0,33. O composto realizou interagdes de
hidrogénio classicas com o residuo Argl5 e hidrofoébicas com os residuos Trp35, Phe37,
Ile120, Met54 e Ilel16, bem como interagdes de van der Waals com os residuos Phe51,
Phel05, Ile47, Leu72, GIn71, Ser119, Val50, Leull, Tyr46, Phe32 e Lys33. Ao passo que o
repelente PMD exibiu uma interacdo de hidrogénio com o residuo Tyr46 e uma interagdo nao
favoravel com o residuo 15, o que resultou em um AG = -5,68 kcal'mol™, K; = 68,68 ¢ EF = -

0,47. Os mapas de interacdes podem ser observados na Fig. 11.
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Figura 11 — Mapas de interagdes intermoleculares da proteina AeOBP22 com os repelentes.
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Acido Pentadecilico 1-Metilnaftaleno
21,27 uM 26,38 uM

Acido Miristico a-Pineno
30,33 uM 37,40 uM

B-Pineno Mentol
42,43 M 49,65 pM
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Acido laurico PMD
64,14 M 68,68 uM

p-Cimeno Ftalato de dimetila
69,08 uM 75,41 uM

Citral B-Mirceno
83,13 uM 85,39 uM
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(Fonte: Elaborado pelo autor).
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5.3 ANALISES ESTATISTICAS

Desde muito tempo, a repeléncia tem sido atribuida aos aspectos estruturais dos
compostos, tais como o nimero de carbonos, estereoquimica e grupos funcionais. Por
exemplo, as amidas representam a classe de repelentes mais efetiva para a maioria dos
insetos. Isomeros do DEET sdo até hoje amplamente utilizados comercialmente ¢ a sua
estrutura ¢ frequentemente usada como padrao para a busca de novos principios ativos. O
IR3535 e o N,N-dietil fenilacetamida, a saber, sdo repelentes que contém um grupo funcional
amida e sdo repelentes tdo eficazes quanto o DEET. Uma tendéncia também foi observada
entre a quantidade de carbonos localizados entre o anel aromatico e o grupo amida, indicando
que o aumento no numero de carbonos pode diminuir a atividade repelente (GOUCK et al.,
1957). O trabalho de Paluch, Bartholomay e Coats (2010) destaca a eficacia dos repelentes

para o Ae. Aegypti, baseado em seus grupos funcionais (Tabela 4).

Tabela 4 — Eficacia e tempo de protecdo de repelentes com base nos seus grupos funcionais.

Tempo de protecio

Classe quimica 3-5h >5h
Hidrocarbonetos 0 0
Acidos e anidridos 1,9 6,8
Aldeidos 1,7 1,7
Esteres, lactonas 30,4 16,9
Eters, acetais 17,8 10,2
Cetonas 1,7 0
Alcoois (incluindo fendis) 14,2 16,9
Compostos nitrogenados
a. Amidas, imidas 18,5 35,6
b. Aminas 49 1,7
c. Nitrilas 2,6 1,7
Halidas 1,7 34
a. Compostos sulfurados 0,6 0
b. Compostos fosforados 0,3 0

(Fonte: Adaptado de Paluch, Bartholomay e Coats, 2010).

Um dos primeiros estudos que tentaram relacionar as propriedades eletronicas de
repelentes andlogos ao DEET com a sua eficacia foi realizado por Ma et al. (1999). Neste
trabalho, um total de 30 repelentes tiverem os parametros de potencial eletrostatico, cargas
atomicas de nitrogénio e o momento de dipolo calculados por AM1, indicando que esses

descritores possuem uma estreita relacdo com a repeléncia. Katritzky et al. (2006)
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melhoraram um modelo QSAR proposto por Suryanarayana et al. (1991) adicionando a
pressdo de vapor como um descritor, juntamente com outras propriedades moleculares, que
podem estar relacionadas com a repeléncia. A atividade repelente também foi prevista para
um conjunto de 12 sesquiterpenos via QSAR utilizando pressdo de vapor, a polarizabilidade, a
energia do LUMO e a Populagdo de Mulliken (PALUCH et al., 2009).

Considerando esses estudos anteriores, foi realizado no presente trabalho uma analise
estatistica com tratamento multivariado por andlise de componentes principais (PCA), a fim
de buscar inter-relagdes entre as propriedades quimico quanticas dos repelentes obtidas no
MOPAC/2016, os resultados provenientes do Docking para a proteina AaegOBP1 e mais dois
parametros dos compostos obtidos diretamente do Pubchem: o coeficiente de particao
octanol/agua (log P) e Pressao de Vapor (P). Antes da PCA, utilizou-se o programa PAST para

mostrar a correlacao entre as propriedades selecionadas (Tabela 5).

Tabela 5 — Correlagdo entre as propriedades selecionadas para a PCA.

L A 3 S V| E I A lgP P AG K EF
0,57 084 084 097 074 031 072 0,57 002 013 025 0,08 0,82
0,48 0,00 0,00 000 005 0,13 000 048 0,15 056 0,09 0,00 0,02

0 0,00 000 000 043 025 048 000 090 0,07 098 047 0,05
0,82 0 0,0 000 063 098 000 000 047 035 033 0,32 0,97
0,82 1 0 0,00 063 098 000 000 047 035 033 0,32 0,97
0,790-099 =099 0 057 094 000 000 049 035 028 027 0,93
0,18 0,11 0,11 -0,13 0 0,00 005 043 001 009 0,111 0,25 0,00
0,26 -0,01 -0,01 002 -094 0 013 025 0,13 005 0,02 0,69 0,00
0,06 0,70 0,70 -0,73 043 -034 0 048 0,115 056 0,09 0,00 0,02

-1 -0,82 082 0,79 0,18 -026 -0,16 0 090 0,07 098 047 0,05
0,03 017 017 -0,16 056 -034 032 0,03 0 0,34 0,96 0,02 0,07
0,40 021 021 -022 -038 044 -0,14 -0,40 022 0 0,72 0,68 0,04
0,01 022 022 -025 -036 049 038 -0,01 001 008 0 0,00 045
0,17 023 023 -025 026 -0,09 061 017 0,50 -0,10 0,66 0 0,00
0,43 -0,01 -0,01 -0,02 0771 -0,70 0,52 043 0,41 -0,45 0,18 0,60 0

(Fonte: Elaborado pelo autor).

Parametros com correlagdo >+0,80 e <-0,80 ndo foram incluidos na PCA, uma vez que
eles poderiam representar o mesmo peso na estatistica dos dados. Assim, foram removidos: a
energia do LUMO (L), a energia do HOMO (H), e a afinidade eletronica (A). Para esta etapa,

foram considerados apenas os valores do Docking para a proteina AaegOBPI1, pois
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representou uma melhor tendéncia a anélise estatistica.

A Fig. 12 ilustra os scores (pontos) e os pesos (em ciano) gerados pela Andlise de
Componentes Principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis) para o conjunto de
repelentes selecionados neste trabalho. De acordo com o0s pesos, observa-se que o eixo de
maior variancia ¢ explicado pela PC1, onde as propriedades 7, I, log P, K; e EF representam
os maiores pesos. A PC2 também contribui significativamente para a separagao dos dados, em
que u, V, P e AG sdo os parametros com os maiores pesos. A variancia total (PC1 + PC2) foi

de 59,19%.

Figura 12 — PCA dos repelentes selecionados.
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Momento de Dipolo: Os repelentes com maior afinidade de ligacdo com -11 < AG < -7
kcal'-mol™” [Permetrina, N-(3-Metilbutil)-benzamida, Nepetalactona e Icaridina] encontram-se
localizados no terceiro quadrante, assim como o PMD, o Citral, o DEET, o Ftalato de dimetila
e 0 IR3535 que também possuem uma 6tima afinidade de ligagdo com AaegOBP1 (-6,95 <
AG <-5,50 kcal'mol™). Esses compostos possuem valores elevados para o momento de dipolo
(1), uma propriedade que indica a polaridade intrinseca das moléculas. A magnitude de u
denota a lipofilicidade ou a hidrofobicidade de um composto; nesse caso, quanto maior essa
magnitude, mais provavel ¢ que o composto seja hidrofilico. Para os repelentes citados
anteriormente, a magnitude do momento de dipolo ¢ 2 < u < 6 D, indicando que uma
polaridade ideal ¢ necessaria para que a molécula seja um repelente ativo e interaja
efetivamente com a proteina AaecgOBP1. A Fig. 13 elucida as distribui¢des tridimensionais de
carga elétrica em alguns dos compostos com melhor afinidade de ligacdo, por meio de mapas

de potencial eletrostatico.

Figura 13 — Superficies de potencial eletrostatico de alguns repelentes com melhor afinidade de ligagdo a
AaegOBP1. As regides em azul indicam uma densidade de carga positiva e a vermelha indica uma densidade de
carga negativa.
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(Fonte: Elaborado pelo autor).
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Coeficiente de Particio: O valor numérico do coeficiente de particio (log P) ¢
frequentemente usado como uma medida quantitativa da lipofilicidade de compostos
bioativos. Os resultados deste trabalho sugerem que valores elevados para /log P intensificam
a quantidade de interacdes hidrofébicas realizadas entre o repelente e a AaegOBP1. Essa
tendéncia pode ser observada nos Acidos graxos insaturados e na Permetrina, que ¢é
estabilizada no sitio de ligacdo da proteina exclusivamente por interagcdes hidrofobicas.
Entretanto, apesar da Permetrina ser o ligante mais efetivo devido ao grande nimero de
contatos hidrofobicos, uma alta afinidade AaegOBP1-repelente parece ser mediada por um
log P ideal entre 1,3 e 3,0, valores que sdo favoraveis para a realizacdo de ligacdes de

hidrogénio.

Energia de Ionizacdo e Dureza: Para os compostos selecionados neste trabalho, valores
baixos para a energia de ionizagdo (/), mais especificamente entre 9 e 10 eV, estdo associados
a uma alta afinidade, indicando possiveis mecanismos de transferéncias de cargas na interacao
AaegOBPI1-repelente. Em contrapartida, os compostos com maiores valores para / possuem
alta dureza, uma vez que a diferenga energética entre os orbitais de fronteira HOMO ¢ LUMO
¢ grande, dificultando a transi¢do eletronica entre o receptor e o ligante. Considerando os
residuos Phel23 e Ilel25 da proteina, é possivel que ocorra uma transferéncia de carga
HOMO-LUMO entre os repelentes e esses aminoacidos, resultando em interagdes de
hidrogénio no interior do sitio hidrofobico. Para testar esta hipotese, foi realizado uma
otimiza¢do geométrica seguido de um célculo de energia via PM6 para os aminoacidos
Fenilanina e Isoleucina isolados. Os resultados mostraram valores de energia de ionizacao
proximos aos repelentes que melhor interagem com a AaegOBP1, sendo 9,547 eV para a
Fenilanina ¢ 9,879 eV para a Isoleucina. Isso ¢ um indicador de transferéncia de carga

favoravel.

Volume Molecular: Analisando o volume molecular (V) dos repelentes ao longo da segunda
componente principal, ¢ possivel notar uma tendéncia dos valores de V' com os valores de AG.
Para os acidos graxos, quanto maior o ¥, menor o AG e, consequentemente, maior a afinidade
de ligacdo. O parametro } separou a Permetrina dos demais compostos no 3° quadrante da
PCA, pois este repelente apresenta o maior valor de ¥ (460,12 A%) dentre as demais moléculas
selecionadas. O N-(3-Metilbutil)-benzamida, encontra-se bem préximo do DEET, ja que

apresentam volumes e demais propriedades similares, sendo que o primeiro ¢ um ligante mais
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efetivo. Apesar do volume molecular ter sido indicado como um parametro importante para a
afinidade de ligagdo, ele por si s6 ndo ¢é capaz de descrever os mecanismos de interacao OBP-
repelente, ja que alguns compostos, tais como o B-Pineno e o 1-Metilnaftaleno, apesar de
possuirem um volume menor (< 200 A3) foram ligantes mais efetivos do que o Ftalato de

dimetila, o Citral e o Eugenol, por exemplo.

Pressdao de Vapor: A pressdo de vapor (P) tem sido relatada como uma propriedade que
pode estar diretamente interligada com a repeléncia de um composto. A tendéncia geral
apresentada em dados teodricos e experimentais € que a repeléncia aumenta com o decréscimo
de P (PALUCH et al., 2009; FABBRO; NAZZI, 2013). E um parimetro fisico que mede a
volatilidade de uma substancia e ¢ dependente da temperatura do sistema; substancias com
alta pressdo de vapor sdo mais volateis. A volatilidade, por sua vez, depende da natureza
quimica da substancia e estd diretamente relacionada com as for¢as que mantém as moléculas
coesas, como as forcas de van der Waals. Para os estudos deste trabalho, foram obtidos
valores de P a 25°C para os repelentes selecionados. A PCA mostrou que a afinidade de
ligacdo repelente-AaegOBP1 aumenta com o decréscimo de P — destaques para Permetrina (P
= 0,000 Pa), N-(3-Metilbutil)-benzamida (P = 0,022 Pa), Nepetalactona (0,673 Pa), Icaridina
(0,059 Pa) e DEET (0,266 Pa). Esses resultados sdo similares aos obtidos por Paluch et al.
(2009), Fabbro e Nazzi (2013).

5.4 MODELO QSAR PARA A PREVISAO DE AG

Em seguida, cerca de 20 modelos de Regressao Linear Multipla foram testados para
prever os valores de AG estimados pelo Docking, com o objetivo de mapear relagdes
quantitativas entre as propriedades quimico quanticas e a afinidade de ligagdo AaegOBP1-
repelente. A andlise resultou em um modelo estatisticamente significativo [F(2,18) = 8,260; <
0,005; R* = 0,479]. A energia de ionizagao (B = 0,444; t = 2,594; p > 0,005) e a correlagdo
elOgPXV’RT(B =-0,582; t = -3,400; p < 0,005) sdo previsores da energia de Gibbs, conforme a
Eq. 4:

log(P)V

AGlig = —Bo + 1l — Pae BT 4)
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onde /, log P e V sdo a energia de ionizacdo, o coeficiente de parti¢do e o volume molecular
dos repelentes, respectivamente; R € a constante universal dos gases nas unidades cal-K™'-mol™
que vale 1,987 e T ¢ a temperatura em 298,15 K. Os coeficientes fo, 51 € f. sdo iguais a
13,209, 0,740 ¢ 0,019, respectivamente.

A equacdo exibe uma hipersuperficie de trés varidveis (uma vez que R e T sdo
constantes), com dependéncias negativa, positiva e exponencial. O termo +£,/ descreve as
transferéncias de carga OBP-repelente em que, quanto maior o seu valor, maior devera ser a
energia de ligacdo e, consequentemente, menor a interagdo entre o ligante e a proteina.
Curiosamente, o ajuste do modelo resultou em um coeficiente (f)) muito proximo a constante
de Boltzmann (kz) que é =0,695 cm™-K, onde lem™ hc = 1,986x107% J. ks é uma constante
fisica que relaciona a temperatura e a energia cinética média relativa das moléculas com N
graus de liberdade. Nesse caso, +f:/ também pode estar relacionado com a descrigao real do
complexo OBP-repelente, pois se o sistema for considerado com temperatura e pressdo
constantes (como foi no caso deste trabalho), a energia livre de Gibbs (G) pode fornecer os

estados mais provaveis desse sistema, segundo a Eq. 5:

P(H,T) = ¢ F5T (5)
onde H— TS ¢ igual a G.

logPVIRT minimiza a energia do sistema, uma vez que

O segundo termo da equacdo -f.e
carrega um sinal negativo. Assim, a magnitude de AG decresce a medida que o produto de log
P vezes V aumenta. Como mencionado na se¢do anterior, as analises estatisticas indicaram
que a interagdo OBP-repelente parece ser mediada por um valor de /og P ideal, enquanto que
o V do ligante deve possuir um valor préximo aos dos repelentes convencionais. Dado que o
coeficiente de particdo ¢ uma constante de equilibrio, a isotérmica de Van’t Hoft diz que (Eq.

6):

log(P) = —2,303AH/RT + ¢ (6)

logP-V/RT

Isso € um indicativo de que o termo -f»e pode ter uma relacdo direta com a entropia do

sistema. O grafico da Fig. 14 apresenta a proximidade entre os valores de energia de ligagdo
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estimados pelo Docking (AGesim) € calculados pela equagdo obtida da regressdo linear

multipla (AGea.) para a proteina AaecgOBP1.

Figura 14 — Valores de AG estimados pelo Docking e calculados via regress@o linear miltipla para a proteina
AaegOBPI.
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5.5 DISCUSSOES GERAIS

Ha indicios de que as propriedades estruturais e eletronicas dos compostos se
correlacionam com a afinidade de ligagdo OBP-repelente. Em geral, as duas proteinas,
AaegOBP1 e AeOBP22, apesar de serem estruturalmente divergentes, podem interagir com
todos os repelentes aqui selecionados de forma similar, considerando o erro médio do calculo
de energia livre nos estudos de Docking (£2 kcal-mol™"). AcOBP22 pode se ligar com uma
maior afinidade a acidos graxos de cadeia longa do que AaegOBPI1; dependendo da

concentragdo, os acidos graxos de até 14 carbonos podem ser repelentes ou atrativos para o
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Ae. aegypti, e isso reforca a hipotese de que a AeOBP22 pode estar envolvida na busca de
hospedeiros e na regulacdo dos comportamentos alimentares do mosquito; ao passo de que
AegOBP1 parece ser uma transportadora de repelentes naturais e sintéticos.

Apesar das ligacdes de hidrogénio serem primordiais para a potencializagdo das
interagdes moleculares proteina-ligante, sua interpretacdo deve ser realizada com cautela,
dada a sua natureza, a complexidade e a dindmica dos sistemas bioldgicos. Em uma situacao
real, o processo de ligagdo de hidrogénio em um complexo proteico sera dificultado pela
presenca das moléculas de agua e a mudanca na entropia do solvente. Por isso, ¢ razoavel que
esse efeito possa ocorrer com as OBPs, principalmente considerando que essas biomoléculas
se encontram imersas na linfa sensitiva. Uma simula¢do de Docking n3o considera as
moléculas de agua do sistema, o que o distancia consideravelmente de uma situacao ideal para
que o papel da ligacdo de hidrogénio seja totalmente elucidado nos mecanismos OBP-
repelente.

Os ligantes selecionados neste trabalho realizaram, em média, pouco menos de 2
ligacdes de hidrogénio no sitio de ligacao das proteinas. Dada a magnitude de AG apresentada
nos resultados, ¢ provavel que a energia intrinseca dessas forcas individuais nao seja
suficientemente alta para um ganho liquido na afinidade de ligag¢do total. Simulacdes de
dindmica molecular poderiam auxiliar no esclarecimento dessas hipdteses, pois seria possivel
calcular a energia de ligacdo individual entre os residuos da proteina e as moléculas. Por outro
lado, ¢ reconhecido que as interagdes hidrofobicas sdo relativamente mais fortes do que as
demais forgas intermoleculares fracas, tais como as ligagdes de hidrogénio ou as for¢as de van
der Waals. Neste trabalho, tanto as moléculas aromaticas quanto as alifaticas foram
estabilizadas no sitio de ligagdo das proteinas por meio de vdrias interagdes hidrofobicas. Isso
sugere que esse tipo de interagdo impacta diretamente na eficiéncia dos ligantes e,
consequentemente, na escolha de repelentes mais promissores que o DEET.

O modelo QSAR proposto sugere que pardmetros especificos do ligante sdo
fundamentais para uma interacao efetiva com a proteina AaegOBP1, sendo que o potencial de
ionizagao, o volume molecular e o coeficiente de particdo se apresentaram como descritores

favoraveis para a previsdo do valor da energia livre de Gibbs.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O mosquito Ae. Aegypti representa um sério problema de satude publica a nivel mundial,
podendo transmitir varias doencas. A utilizagao de repelentes ¢ um dos meios de profilaxia
mais eficientes para evitar a interagdo entre vetores hematéfogos e humanos, entretanto as
pessoas ainda apresentam aversao a algumas propriedades dessas substancias, como o odor e
a aderéncia na pele. Ainda, pode ser que um dia os insetos acabem se adaptando aos
repelentes mais comumente utilizados pela populacdo: o DEET, a Icaridina, o PMD ¢ o
IR3535, tornando-os ineficientes ou diminuindo o seu tempo de protecdo. Assim, had uma
corrida constante pela busca de novos repelentes mais eficazes e acessiveis. Nesse sentido, ¢
de suma importancia que haja um conhecimento detalhado sobre as bases moleculares que
permeiam a quimiorrecepgao nos insetos.

Neste trabalho foram realizados estudos in silico com duas OBPs do Ae. aegypti,
AaegOBP1 e AeOBP22 e 21 repelentes de insetos eficazes contra o mosquito. A metodologia
de Docking molecular foi essencial para revelar as interacdes entre as OBPs e os repelentes
selecionados. Os resultados indicaram que as duas OBPs podem se ligar efetivamente a todos
os repelentes com afinidades de liga¢do diferentes, sendo que AaegOBP1 possui uma maior
afinidade com os repelentes comerciais e naturais; ndo obstante, AecOBP22 pode interagir com
uma maior especificidade a acidos graxos de cadeias longas (entre 12 e 16 carbonos). Os
ligantes sdo estabilizados no sitio de ligacdo das proteinas exclusivamente por interacdes
hidrofobicas e pelas forgas de van der Waals. O inseticida sintético Permetrina apresentou a
maior afinidade de ligagdo as duas OBPs, dentre os demais repelentes, realizando interagdes
varias interacoes hidrofobicas com o sitio ativo das proteinas. Enquanto que o N-(3-
Metilbutil)-benzamida (sintético) e Nepetalactona (natural) exibiram uma intera¢do mais
efetiva com as OBPs do que os repelentes convencionais.

As andlises estatisticas (PCA) revelaram que repelentes com uma polaridade ideal, mas
especificamente, entre 2 ¢ 6 Debye podem interagir mais efetivamente com a proteina
AaegOBPI e que o volume molecular ndo possui uma relagdo direta com a energia de Gibbs
ou a constante de dissociacdo. O coeficiente de particdo foi indicado como um parametro
determinante para a intensificagdo das interagcdes hidrofobicas OBP-repelente, sendo que a
afinidade parece ser mediada por um Jlog P ideal que estd compreendido entre 1,3 e 3,0.
Repelentes com baixo potencial de ionizacdo e dureza absoluta podem interagir mais

eficientemente com as OBPs do Ae. aegypti; ao ponto de que substancias menos volateis, ou
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seja, com pressdo de vapor baixa, foram reportados como 6timos ligantes para AaecgOBPI e
AaOBP22, refor¢ando as hipoteses propostas a nivel experimental. Por fim, o modelo QSAR
proposto neste trabalho sugere que a interagdo AaegOBP1 ¢ mediada por valores baixos de

potencial de ionizacao e um produto de logPxV alto.
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7 PERSPECTIVAS

Os resultados aqui elucidados podem fornecer a base para a descoberta de novos
repelentes de insetos mais eficazes que o DEET, bem como uma melhor compreensao sobre
as bases moleculares da quimiorrecep¢ao em Ae. aegypti. Desta forma, varias possibilidades

estdo abertas para a continuagdo deste trabalho.

A nivel teorico:

e Considerar a flexibilidade do sitio ativo das OBPs durante o Docking. Isso aumenta o

custo computacional, mas possivelmente ¢ capaz fornecer resultados mais acurados.

® Restringir o estudo a apenas compostos aromaticos e estruturalmente similares ao

DEET.

e Realizar simula¢des de dinamica molecular com solvente explicito para elucidar a
influéncia de possiveis moléculas de 4gua conservadas no sitio de ligagdo das OBPs

do Ae. aegypti.

e (alcular as energias de ligagdo individuais para cada residuo de aminoécido
interagente com os ligantes, a fim de compreender melhor a magnitude das ligagdes de

hidrogénio no sistema.

¢ Estender o modelo QSAR com as propriedades log P, V e I para novos repelentes.

A nivel experimental:

e Medir as constantes de dissociacdo em situagdes de concentragdo iguais para todos os
repelentes que foram selecionados e prever esses valores utilizando o modelo QSAR

ajustado proposto neste trabalho.

e Flucidar a estrutura cristalografica de raios-X de outra OBP do Ade. aegypti com

identidade proxima a AaegOBP1.
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