=
b s W

ERies

Y var™
|
E!!;E’!_

et Insfituto Qe BioguimicaMédca Leopaldo de Meis

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

DANIELE DAS GRACAS DOS SANTOS

CARACTERIZAGAO ESTRUTURAL E FUNCIONAL DA ENZIMA DNA
TOPOISOMERASE Il NO MOSQUITO Aedes aegypti

RIO DE JANEIRO
2021



DANIELE DAS GRACAS DOS SANTOS

CARACTERIZAGCAO ESTRUTURAL E FUNCIONAL DA ENZIMA DNA
TOPOISOMERASE Il NO MOSQUITO Aedes aegypti

Tese apresentada ao Programa de Pods-
Graduagdo em  Quimica Bioloégica da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, do
Instituto de Bioquimica Médica Leopoldo de Meis,
como parte das exigéncias para obtencdo do
titulo de Doutora em Quimica Bioldgica.

Orientador: Dr. Jorge Luiz da Cunha Moraes

RIO DE JANEIRO
2021



CIP - Catalogacgao na Publicagao

das Gracas dos Santos, Daniele
ds237c CARACTERIZACAO ESTRUTURAL E FUNCIONAL DA ENZIMA
DNA TOPOISOMERASE II NO MOSQUITO Aedes aegypti /
Daniele das Gracas dos Santos. =- Rio de Janeiro,
2021.
199 f.

Orientador: Jorge Luiz da Cunha Moraes.

Tese (doutorado) - Universidade Federal do Rio
de Janeiro, Instituto de Bioquimica Médica Leopeoldo
de Meis, Programa de Po6s-Graduagdo em Quimica
Bioldgica, 202Z1.

1. Redes aegypti. 2. DNA Topoisomerase 2. 3.
Células RAagZ. 4. Etoposideo. I. Luiz da Cunha
Moraes, Jorge, orient. II. Titulo.

Elaborado pelo Sistema de Geracédo Automatica da UFRJ com os dados fornecidos
pelo(a) autor(a), sob a responsabilidade de Miguel Romeu Amorim Neto - CRB-7/6283.




FOLHA DE APROVAGAO

Daniele das Gracas dos Santos

Caracterizagao Estrutural e Funcional da Enzima DNA topoisomerase Il no Mosquito

Aedes aegypti

Tese apresentada ao Programa de Poés-
Graduagdo em  Quimica  Biolégica da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como
parte das exigéncias para obtencéo do titulo de
Doutora em Quimica Bioldgica.

Aprovada em 29/ 01/2021.

Dr. Jorge Luiz da Cunha Moraes, Professor Associado, UFRJ-Macaé.
(orientador)

Dr. André Luis Souza dos Santos, Professor Titular, UFRJ.
(Banca examinadora)

Dra. Rafaela Vieira Bruno, Pesquisadora Titular, Fundacdo Oswaldo Cruz.
(Banca Examinadora)

Dr. Marcos Henrique Ferreira Sorgine, Professor Associado, UFRJ.
(Banca Examinadora)

Dr.Pedro Lagerblad de Oliveira, Professor Titular, UFRJ.
(Suplente Interno e revisor)

Dr. André Luiz de Souza Cruz, Professor Adjunto, UFRJ-Macaé.
(Suplente externo)



Esta tese foi desenvolvida no Laboratério Integrado de Bioquimica Hatsaburo Masuda
(LIBHM) do Nucleo em Ecologia e Desenvolvimento-NUPEM/ Instituto de Biodiversidade e
Sustentabilidade da Universidade Federal do Rio de Janeiro de Macaé, sob a orientacao
do Professor Jorge Luiz da Cunha Moraes, com auxilios financeiros do Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), da Fundacédo Carlos Chagas Filho
de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ), da Coordenagao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e do Instituto Nacional de

Ciéncia e Tecnologia em Entologia Molecular (INCTEM).



Vi

DEDICATORIA

Este trabalho é dedicado especialmente,

Ao meu querido Zé, meu melhor amigo e incentivador.
Vocé me inspira todos os dias.

A minha irma Viviane Santos, por ser um
exemplo de forga diaria desde sempre, a primeira
professora da familia.

A minha m&e Neuza por todo amor e incentivo.

Aos meus sobrinhos, pelo afeto genuino.
Simbolizando aqui, que vocés podem conquistar
tudo o quiserem nesta vida.

(Vocés fazem de mim um ser humano melhor).



Vii

AGRADECIMENTOS

“N&do ha no mundo exagero
mais belo que a gratiddo’- Jean de la Bruyere.

A Deus por me conceder saude para chegar até aqui, por me capacitar a cada dia,

se manifestando em minha vida através de pessoas tao especiais neste caminho.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Jorge Moraes, pela oportunidade e principalmente

pela confiangca em desempenhar este trabalho em um curso de exceléncia na UFRJ.

A todos os docentes do curso de Pés-graduacdo em Quimica Bioldgica do Instituto
de Bioquimica Médica Leopoldo de Meis da UFRJ, pela colaboracdo e empenho nos
conhecimentos transmitidos. Em especial a prof. Pedro de Oliveira, pelo
acompanhamento desde trabalho desde o inicio no papel de revisor de tese na Pds-
graduacdo. Obrigada por toda discussdo e troca de saberes (Aprendi muito com a

subjetividade do seu olhar critico a cada corregéo).

A Vanessa Bottino, pds-doutoranda do Laboratério de Bioquimica de Artrépodes
Hematofagos do IBgM na época, pelo auxilio com a células no inicio do doutorado.

Obrigada por responder gentilmente a tantas duvidas em varios momentos que precisei.

Ao Prof. Dr. José Luciano Nepomuceno da Silva, em especial a vocé Zé, pela
colaboragao ativa durante o desenvolvimento deste trabalho, pelo treinamento com cultivo
de células, verificagcdo de sequéncias, ajuste de inumeros protocolos e tantas outras
etapas. Pelo comprometimento cientifico e cuidado demonstrado por cada aluno do
Laboratério Integrado de Bioquimica Hatsaburo Masuda (LIBHM)-UFRJ/Macaé. Pela sua
empatia inspiradora na figura de educador neste espago. No mais importante, obrigada
pela parceria diaria e por tanto mais (ndo caberia tudo aqui). Sou e serei grata pra

sempre!

A Prof? Nelilma Romero e seu aluno de doutorado André Borges do Laboratério
Integrado de Computacéo Cientifica-UFR/Macaé pela importante contribuicdo durante os
estudos de Modelagem Comparativa. Pela leveza de cada reunido, regada a muito cafe,

risos e aprendizado. Valeu André!



viii

A Prof2 Laura Weber por ceder gentilmente o Kit (Annexin-V-Fluos) para marcacéo

das células, sempre tdo disposta a me ajudar em todas as circunstancias e imprevistos.

Ao Prof. Jodo Wanderley pela colaboragdo durante os experimentos de citometria
de fluxo no Laboratério de Imunoparasitologia-UFRJ/Macaé, pela forma agradavel e
comprometida que se dispds a me ensinar um pouco da técnica e contribuir com este

trabalho.

Ao Prof. Rodrigo Nunes e seu aluno de pods-doutorado Lupis Ribeiro, pela
colaboracdo durante os experimentos de Hibridizacdo a in situ e treinamento na Lupa.

Valeu Lupis!

A todo o corpo técnico, aos professores, alunos de IC e pés-graduandos dos
espacos integrados do NUPEM/UFRJ por onde circulei ao longo destes anos, muito

obrigada!

A Carina Azevedo, minha tdo estimada amiga de caminhada nessa montanha
russa que € o doutorado, obrigada pela acolhida, longas conversas e abragos apertados
em dias dificeis. Vocé tornou esse caminho melhor, tenho muito orgulho de vocé. Muito

obrigada por tudo!

A minha familia (macaense), representados aqui pela Paula Veronesi (Paulete) e
Taynan Portal, amigos queridos que a academia me deu. Obrigada pelo amor diario a
cada abrago cheio de afeto ao longo desses anos, por todas gargalhadas e também pelos
puxdes de orelha quando foi preciso. Vocés foram essenciais nesse percurso, presentes
de Deus na minha vida (Gratiddo, amo vocés familia).

A minha familia (bioldgica), agradeco principalmente pela compreensdo constante
em todas as vezes que eu ndo pude esta presente. Vocés sdo meu porto seguro, sem
rétulos ou titulos, o meu melhor lugar no mundo e isso nunca vai mudar. Mae, obrigada
por todo incentivo e oragdes, mesmo sem entender direito minhas inumeras auséncias.

Obrigada, a cada um de vocés, criancgas a tia Dani ama muito vocés.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pela

concessao da bolsa de estudo no doutorado, tornando possivel a producio desta tese.



Por fim, a todos aqueles que contribuiram, direta ou indiretamente, para a

realizacéo desta tese, 0 meu sincero agradecimento.



EPIGRAFE

“Anda com fé eu vou

Que a fé ndo costuma faia
Anda com fé eu vou

Que a fé ndo costuma faia
Que a fé ta na mulher

A fé ta na cobra coral

Oh oh

Num pedacgo de péo

A fé ta na maré

Na lamina de um punhal
Oh oh

Na luz, na escuridéo...

A fé ta na manha

A fé ta no anoitecer

No calor do verao

Afé tavivae sa...

A pé ou de avido

Certo ou errado até

A fé vai onde quer que eu va
Oh oh

Mesmo a quem néo tem fé
A fé costuma acompanhar”

(Andar com fé, Gilberto Gil, 1982)
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RESUMO

Santos, Daniele das Gragas. CARACTERIZACAO ESTRUTURAL E FUNCIONAL DA
ENZIMA DNA TOPOISOMERASE Il NO MOSQUITO Aedes aegypti Tese. Pos-
Graduagdo em Quimica Bioldgica, Instituto de Bioquimica Médica Leopoldo de Meis,

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

As enzimas DNA topoisomerases Il mantem a estabilidade do DNA durante processos
vitais como a replicacdo, a transcricdo e a segregacdo cromossOmica mitética. Por sua
importancia em vias essenciais a sobrevivéncia, essas enzimas s&do consideradas alvos
no desenvolvimento de farmacos antitumorais, antibacterianos e antiparasitarios. No
presente trabalho caracterizamos aspectos estruturais e funcionais da enzima DNA
topoisomerase |l (AeTop2) do mosquito Aedes. aegypti, vetor de diversas arboviroses,
como dengue, Zika e chikungunya. Inicialmente foi observado que o genoma de Ae.
aegypti apresenta um unico gene para essa enzima, que compartilha 66% de similaridade
com a enzima Top2-o humana. O mRNA de AeTop2 é expresso em todos os estagios de
desenvolvimentos, sendo que em fémeas adultas alimentadas com sangue, o ovario foi o
o6rgdo com maior expressdo desse gene. Por hibridizacédo in situ, foi verificado que o
MRNA de AeTop2 esta concentrado ao longo das células foliculares que compde cada
ovocito. Com o objetivo de validar in silico o uso do inibidor comercial etoposideo, foram
identificadas, por docking molecular, interagbes entre esse inibidor e um modelo de
AeTop2 construido por homologia. O inibidor foi entdo empregado em ensaios in vitro e in
vivo para avaliar a importancia dessa enzima a biologia do Ae. aegypti. Observamos que
larvas do 2° estagio expostas ao etoposideo tiveram menor sobrevivéncia, com atraso no
desenvolvimento e morfologia alterada. Ensaios in vifro com a linhagem celular Aag2
mostraram que extratos nucleares apresentaram atividade de decatenagdo do kDNA (de
Crithidia fasciculata) que é totalmente inibida a partir de 100 uM de etoposideo. As células
Aag2 apresentam ICsy para o etoposideo de 121,45 uM e 64,78 uM para os tempos de 24
e 48 horas, respectivamente, exibindo também proliferacdo reduzida e morfologia
semelhante a apoptética. A apoptose foi confirmada através da fragmentacao
internucleossdmica do DNA, alteracdes na permeabilidade de membrana e exposi¢cdo de

fosfatidilserina na superficie celular. Por fim, verificamos, por citometria de fluxo, que
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concentracoes na faixa de 10 uM de etoposideo promovem a parada do ciclo celular em
G2/M, com o surgimento de uma populagado de células tetraploides e niveis baixos de
morte celular, enquanto concentracdes na faixa de 100 uM do inibidor bloqueiam o ciclo
no ponto de checagem ao final de G1 e promovem morte celular massiva. Assim, AeTop2
pode ser considerada uma enzima vital ao desenvolvimento de Ae aegypti e sua
sensibilidade a inibidores pode ser explorada no planejamento de novas moléculas em

estratégias de controle vetorial.
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ABSTRACT

Santos, Daniele das Gragas. STRUCTURAL AND FUNCTIONAL CHARACTERIZATION
OF THE DNA TOPOISOMERASE Il ENZYME IN THE MOSQUITO Aedes aegypti. Thesis.
Post-Graduation in Biological Chemistry, Leopoldo de Meis Medical Biochemistry Institute,

Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2020.

DNA topoisomerases |l enzymes maintain DNA stability during vital processes, such as
replication, transcription and mitotic chromosomal segregation. Due to their importance in
essential pathways, these enzymes are considered as targets for the development of
antitumor, antibacterial and antiparasitic drugs. Here, we characterize structural and
functional aspects of the DNA topoisomerase Il enzyme (AeTop2) of Aedes aegypti
mosquito, vector of several arboviruses, such as dengue, Zika and chikungunya. Initially
we observed that Ae. aegypti presents a single gene for this enzyme, which shares 66%
similarity with human Top2-a. AeTop2 mRNA is expressed at all developmental stages
and, in adult females fed on blood, the ovary was the organ with the highest expression.
By in situ hybridization, it was verified that the AeTop2 mRNA is concentrated along the
follicular cells that make up each oocyte. In order to validate the use of the inhibitor
etoposide, we identified, by molecular docking, interactions between this inhibitor and a
homology-based model of AeTop2. The inhibitor was then used for in vitro and in vivo
assays to assess the importance of this enzyme to the biology of Ae. aegypti. We
observed that 2nd stage larvae exposed to etoposide suffered reduction in survival, with
developmental delay and altered morphology. In vitro tests with the cell line Aag2 showed
that nuclear extracts present kDNA (of Crithidia fasciculata) decatenation activity that is
totally inhibited with 100 uM of etoposide. Aag2 cells have ICs, for etoposide of 121.45 uM
and 64.78 uM for treatments of 24 and 48 hours, respectively. These cells also presented
reduced proliferation and apoptotic-like morphology. Apoptotic death was further confirmed
by internucleosomal DNA fragmentation, assessment of changes in membrane
permeability and cell surface exposure of phosphatidylserine. Finally, it was shown, by
flow cytometry, that concentrations in the 10 uM range of etoposide promote cell cycle

arrest in G2/M, with low levels of cell death and emergence of a population of tetraploid
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cells, while etoposide concentrations in the range 100 uM block the cell cycle at the G1
checkpoint, promoting massive cell death. Thus, AeTop2 can be considered a vital
enzyme for the development of Ae aegypti and its sensitivity to inhibitors can help the

design of new molecules for vector control strategies.
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RNA — Acido ribonucléico

RNAse — Ribonuclease

RPS7 — Gene da proteina ribossomal S7

RT-gPCR — PCR quantitativo precedido por transcricao reversa

Tm — Temperatura tedrica em que 50% das moléculas de um determinado DNA
econtram-se como fita simple e 50% como fita dupla.

Top2ccs — Complexo enzima-DNA (do inglés Top2 closed complex)

TOPRIM — Dominio topoisomerase-primase
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1. INTRODUGAO

1.1 O mosquito Aedes aegypti

1.1.1 Aspectos gerais do mosquito Aedes aegypti

O Aedes aegypti € um inseto classificado na ordem Diptera, familia Culicidae e
subfamilia Culicinae. Os dipteros sado popularmente conhecidos como mosquitos,
murigocas ou carapanas. Como caracteristicas gerais dos mosquitos pertencentes ao
género Aedes, seus membros possuem porte pequeno e corpo delgado, sao
holometabolos com metamorfose completa no seu ciclo de desenvolvimento, no qual
passam pelas fases de ovo, larva (4 instares), pupa e adulto (SERVICE, 1993), como
ilustrado na figura 1. Um aspecto importante em relacdo ao ciclo biolégico desses
mosquitos € que a duracao das fases depende de condicdes inerentes ao ambiente, como
temperatura e a exposicdo a periodos chuvosos. Estes insetos sdo normalmente
encontrados em ambientes urbanos e periurbanos e, devido a isso, as fémeas do Ae.
aegypti apresentam o habito de depositar seus ovos em copos, garrafas, pneus, tonéis e
outros recipientes que possam vir a acumular agua, sendo assim considerados criadouros
artificiais. Podem ainda realizar a oviposicdo em plantas (como bromélias e bambus),
valdes, entre outros locais, os chamados criadouros naturais (CONSOLI; LORENCO-DE-
OLIVEIRA, 1994).

PRIMEIRO ESTADIC
DALARVA 4

SEGUNDO ESTADIO
DA LARVA,

TERCEIRA ESTADIO
DA LARVA

QUARTO ESTADIO
DA LARVA

Figura 1. Representagao do ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti: Ovo, larva, pupa e adulto. Fonte:
BRASIL, 2008.
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Os culicideos adultos sao insetos pequenos que medem em torno de 3 a 6 mm
de comprimento (FORATTINI, 2002) e, como todo inseto, possuem o corpo dividido em
cabecga, téorax e abdome (CONSOLI; LORENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). A cabeca é
globosa e composta, na parte antero-lateral, principalmente pelos olhos. Também estao
presentes na cabeca outros 6rgédos sensoriais, como as antenas, os palpos e o aparelho
bucal. No térax encontram-se as patas e asas, que sdo os apéndices responsaveis pela
locomogao do inseto. Grande parte dos 6rgaos internos do inseto (aparelho reprodutor,
digestivo e excretor) esta contida na regido do abdome (CONSOLI; LORENCO-DE-
OLIVEIRA, 1994). O Ae. aegypti adulto apresenta algumas caracteristicas morfolégicas
que o tornam um inseto de facil identificacdo, primeiramente os individuos dessa espécie
possuem um térax recoberto por escamas claras e escuras, sendo que a olho nu essas
escamas se destacam com aparéncia de “lira”. Outra caracteristica marcante é a
presenca, na regiao posterior a cabega e nos seguimentos abdominais, de manchas
brancas que se alternam com manchas escuras. Estas manchas podem ser apresentadas
como anéis brancos que se contrastam com a cor escura na base de cada pata
(FORATTINI, 2002; REY, 2008).

Os machos e fémeas do mosquito Ae. aegypti podem ser diferenciados pelo
aspecto flagelar da antena, que diz respeito a forma e volume que as cerdas estdo
implantadas nos segmentos. Os machos do mosquito apresentam cerdas mais longas e
volumosas nas antenas, quando comparados com as fémeas. Com base nessa
caracterizacdo, as antenas das fémeas sao denominadas pilosas e as dos machos
plumosas. Outra diferenca observa-se no tamanho, pelo fato das fémeas serem
visualmente maiores que os machos (CONSOLI; LORENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

Em relacdo aos habitos alimentares, tanto os machos quanto as fémeas podem
se alimentar do néctar e da seiva de plantas para obtencado de carboidratos necessarios a
manutencdo do metabolismo energético e a sobrevivéncia desses insetos. Porém
somente as fémeas do Ae. aegypti sdo hematéfagas (REY, 2008) e o repasto sanguineo
€ relacionado principalmente ao desenvolvimento dos ovos (EDMAN et al.,, 1992;
CONSOLI, 1982). Os aparelhos bucais desses insetos estdo fisiologicamente e
estruturalmente adaptados a cada forma de captacao de alimento. Enquanto nos machos
o aparelho bucal é reduzido e sem capacidade de romper uma camada resistente como a
da pele humana (GUIMARAES, 2001; FORATTINI, 2002), nas fémeas o aparelho bucal
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se apresenta alongado, caracteristico do habito picador sugador (FORATTINI, 2002). A
saliva que é inoculada por ocasido da picada da fémea possui também a particularidade
de conter substancias anticoagulantes em sua composicao (CALVO et al.,, 2007;
WATANABE et al.,, 2010). Geralmente a sucgdo ocorre diretamente de um capilar
sanguineo, fazendo com que o processo completo do repasto sanguineo dure cerca de
trés minutos (CONSOLI; WILLIAMS, 1981). O volume do sangue ingerido por uma fémea
de Ae. aegypti durante o repasto sanguineo varia de 1,5 a 4,2 mm?® (KNAUS et al., 1993).

O habito hematofagico das fémeas de Ae. aegypti (figura 2) é restrito ao periodo
diurno, sendo que geralmente apresentam maior atividade no repasto sanguineo ao
amanhecer e pouco antes do crepusculo vespertino. Porém, os seres humanos, bem
como o0s animais domésticos, podem sofrer picadas em qualquer momento do dia e
mesmo ocasionalmente a noite, de uma forma mais oportunista, em casos onde o homem
se aproxima dos locais de abrigo dos mosquitos. O habito diurno também é observado
nos machos, pois estes seguem as fémeas até seus abrigos domiciliares ou
peridomiciliares, para buscar por substancias agucaradas e efetuar a cépula (CONSOLI,
LORENGCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

Figura 2. Fémea de Aedes aegypti se alimentando de sangue humano. Fonte: Foto de James
Gathany/Flickr CC BY 2.0.

Os mosquitos adultos vivem em média seis semanas, na natureza a longevidade
dessa fase esta relacionada a fatores especificos, que podem ser intrinsecos (nutrigao
larval, metabolismo e idade fisiolégica) e extrinsecos (temperatura, umidade e
disponibilidade de nutrientes) (CONSOLI, 1982). Como mencionado anteriormente, no

estagio adulto os mosquitos Ae. aegypti utilizam recipientes artificiais como criadouros
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preferenciais para postura dos ovos, o que inclui tanto os que sdo abandonados pelo
homem a céu aberto e acumulam agua das chuvas, como 0s que armazenam agua para
utilizagdo doméstica, como tanques e caixas d’agua. Hoje sabe-se que a proliferagéo das
larvas do mosquito Ae. aegypti ndo esta restrita apenas a agua limpa armazenada nos
criadouros, podendo também haver a proliferagao em ambientes sujos ou poluidos e até
mesmo na agua salgada, em condigdes naturais (ARDUINO; MARQUES; SERPA, 2010).
No ano de 2010, um estudo coordenado pela Superintendéncia de Controle de Endemias
de Sao Paulo (SUCEN), mostrou que no litoral de Sdo Sebastido, norte do estado, havia
presenca de larvas de Ae. aegypti em mais de trezentos pontos com algum tipo de
residuo quimico, como restos de tinta ou dleo, além de criadouros com teor consideravel

de salinidade.

Arduino, Marques e Serpa (2010) demonstram assim o quanto agdes preventivas
no espacgo ocupado pelo homem, assim como politicas publicas envolvendo saneamento
basico e saude, sdo de suma importancia para o controle da expansdo do vetor Ae.

aegypti para novos nichos.

Na estacdo chuvosa as populacbes de Ae. aegypti conseguem atingir niveis
elevados e consequentemente a transmissao de patdégenos por esse vetor se intensifica a
indices alarmantes (CONSOLI; LORENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). No caso da transmiss&o
do virus da dengue, por exemplo, sabe-se que as fémeas, uma vez infectadas, estao
aptas a transmitir o virus até o final da sua vida. Estima-se que nesse pequeno intervalo
de semanas, uma unica fémea de Ae. aegypti possa infectar até 300 pessoas, em
ambientes domiciliares e peridomiciliares (McBRIDE; BIELEFELDT-OHMANN, 2000).

Outra estratégia reprodutiva bem sucedida e que contribui para a alta proliferacao
do mosquito Ae. aegypti € a adocio da estenogamia, na qual o acasalamento é realizado
em espacos minusculos, com os mosquitos pousados, sobre superficies ou mesmo
durante o voo (CONSOLI; LORENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). A copula quase sempre
ocorre antes da alimentagcao sanguinea pelas fémeas, o que garante a produgcao de um
nimero alto de ovos. Apdés a copula, os espermatozoides sdo armazenados nas
espermatecas da fémea, sendo utilizados a medida que houver a fecundacao dos
ovocitos em periodos de postura (CLEMENTS, 1963; ANDREADIS; HALL, 1980).
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Portanto, como os espermatozoides sao liberados pouco a pouco, basta um ciclo
gonotrofico para promover multiplas oviposi¢cdes. Outra peculiaridade no comportamento
reprodutivo desses mosquitos € a realizacdo da postura dos ovos de forma fracionada
(YOSHIOKA et al., 2012), uma vez que as fémeas interrompem a oviposigdo e passam a
buscar por novos locais para retomar ou reiniciar a postura dos ovos. Acredita-se que
essa estratégia proporcione uma chance maior de dispersdao da sua prole (REITER;
2007).

No momento da postura os ovos do mosquito Ae. aegypti tém coloragido branca,
passando por um rapido endurecimento e melanizagdo nas primeiras 24 horas (BRASIL,
2001). Os ovos dessa espécie apresentam simetria bilateral e possuem um aspecto
alongado (CHRISTOPHERS, 1960; CLEMENTS, 1963), medindo cerca de um milimetro
de comprimento e 0,4 milimetros de largura (FORATTINI, 1962; BRASIL, 2001). Do ponto
de vista anatdmico, os ovos dessa espécie apresentam-se inicialmente revestidos por
uma estrutura elastica, que se torna imediatamente rigida apos a postura. Essa estrutura
€ denominada corion, também conhecida como casca do ovo. No ovo recém posto, o
cérion é formado por trés camadas: uma fina membrana vitelinica interna (que cobre o
vitelo, o nucleo e o citoplasma), o endocdrio (rigido e espesso) e o exocorio (delgado e
transparente), as duas ultimas compondo o envoltério externo. Além de garantir a
protecdo mecéanica do ovo, o corion também permite as trocas gasosas e reduz a perda
de agua nessa fase (FORATTINI, 2002). Ainda no cérion, temos um orificio, denominado
micropila, que € o remanescente da regido onde os espermatozoides realizam a
fecundacao dos ovécitos (CLEMENTS, 1992).

Em condigdes ambientais favoraveis, logo apds sua postura na superficie da agua,
os embrides vdo se desenvolver totalmente em até 62 horas e eclodir como larvas
(CLEMENTS, 1992; FARNESI et al, 2009; VITAL., 2010). Porém, quando em condigdes
adversas, como na auséncia de agua, os embrides entram em diapausa, um estado de
quiescéncia que leva a suspensao temporaria da eclosdo dos ovos apds o término do
desenvolvimento embrionario. Os ovos de Ae. aegypti nesse estado resistem a
dessecacao e podem permanecer viaveis por longos periodos, até que entrem em contato
novamente com agua eclodam (FORATTINI, 2002; LACOUR et al., 2014).
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A eclosdo das larvas é auxiliada pela pressdao entre um “dente” quitinoso,
localizado dorsalmente na cabega da larva do 1° instar, e o cérion do ovo. Outros fatores,
como o ingurgitamento da larva e seus movimentos pulsateis também auxiliam na ecloséo
(CLEMENTS, 1963; FORATTINI, 1962). Embora aquaticas, as larvas dependem do ar
atimosférico para respirar e para tal atividade necessitam constantemente chegar até a
superficie da agua (CLEMENTS, 1963). As larvas do mosquito sdo desprovidas de
apéndices locomotores articulados, mas possuem cerdas que, associadas aos
movimentos pulsateis do corpo, auxiliam no seu deslocamento.

As larvas de Ae. aegypti possuem um aparelho bucal do tipo mastigador
raspador, composto pelas seguintes pecas bucais: epifaringe, hipofaringe, mandibula,
maxilas e labio. Na face ventral da cabeca estdo presentes estruturas denominadas
escovas, descritas como orais ou palatais. E através do movimento dessas escovas que
ocorre a formacao de correntes hidricas que trazem particulas do meio até o aparelho
bucal da larva, garantindo assim a alimentagao neste periodo (CONSOLI; LORENCO-DE-
OLIVEIRA, 1994). Nessa fase as larvas de Ae. aegypti alimentam-se basicamente de
particulas de matéria organica e do microplancton presente em seus habitats naturais,
que consiste de algas, bactérias, esporos de fungos e outros seres microscopicos
(CHRISTOPHERS, 1960). A fase larval se completa no periodo de 10 dias, passando
pelos quatro estagios (L1, L2, L2, L4) até o estagio de pupa (figura 1) (CONSOLI;
LORENGCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

As pupas de Ae. aegypti tém formato caracteristico de virgula e podem
demonstrar movimento ou permanecerem paradas (FORATTINI, 2002). Esta fase nao
apresenta mandibulas funcionais e €, portanto, um periodo com auséncia de alimentacao
(CONSOLI; LORENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). O corpo da pupa de Ae. aegypti possui
coloragao clara, semelhante a larvas recém-formadas, e escurece a medida que se
aproxima a emergéncia do adulto (CONSOLI; LORENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). O corpo
da pupa esta dividido em duas porgbes: o cefalotérax (cabegca unida ao térax), que
apresenta forma globosa, e o abdome, com 10 segmentos identificaveis e que, através
dos seus movimentos rapidos, promove sua locomocgao (FORATTINI, 2002).

Mesmo sabendo que é a estagio adulto do mosquito que transmite as
arboviroses, ndao podemos desconsiderar caracteristicas especificas das formas imaturas

(ovo, larva e pupa), ndo menos importantes para um melhor entendimento sobre o os
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processos que envolvem a adaptagao e as possiveis relagdes do vetor Ae. aegypti com
os seres humanos e seu ambiente. De fato, os estagios juvenis sao justamente os alvos

de muitas das estratégias empregadas para o controle da proliferacao dessa espécie.

1.1.2 Epidemiologia do Aedes aegypti e das principais viroses associadas

Atualmente a exposicdo a populacdo humana ao mosquito Aedes aegypti &
considerada um dos principais problemas de saude publica nos paises tropicais, devido
ao seu papel vetorial na transmissao de arboviroses como a dengue, Zika e as febres
amarela e chikungunya.

O Ae. aegypti é o vetor associado as epidemias de dengue e outras arboviroses
nos centros urbanos de diversos paises como mostra o mapa global de distribuicdo do
vetor (figura 3). Embora as arboviroses mencionadas possam ser transmitidas ao homem
também pela espécie relacionada Aedes albopictus, esse Ultimo vetor tem importancia
menor no cenario epidemiolégico mundial, pois é mais associado aos ciclos silvestres,
rurais e periurbanos de transmissao (MOUSSON et al., 2005). O proprio Ae. aegypti
possui duas subespécies reconhecidas: Ae. aegypti aegypti e Ae. aegypti formosus. O Ae.
aegypti aegypti é a subespécie associada as epidemias urbanas de dengue ao redor do
mundo, enquanto o Ae. aegypti formosus prefere hospedeiros ndo humanos e apresenta
distribuicdo restrita a regides silvestres da Africa subsaariana (MOUSSON et al., 2005;
POWELL; GLORIA-SORIA; KOTSAKIOZI, 2018). Acredita-se que o Ae. aegypti aegypti
atual surgiu na Africa a partir de subpopulagbes do Ae. aegypti formosus. Sua
disseminacdo mundial teria ocorrido a parir do século XVI com a intensificagdo do
comércio e trafico de escravos entre Africa, Europa e as Américas (POWELL; GLORIA-
SORIA; KOTSAKIOZI, 2018). Com o passar dos séculos, os meios de transporte
desenvolvidos pelo ser humano contribuiram também para intensificar a distribuicao
geografica de formas adultas e juvenis do Ae. aegypti aegypti, que passou a habitar os
centros urbanos de todas as regides tropicais e subtropicais do planeta (MOUSSON et al.,
2005; KRAEMER et al., 2015; POWELL; GLORIA-SORIA; KOTSAKIOZI, 2018) (figura 3).

Acredita-se que a capacidade da subespécie Ae. aegypti aegypti de se
desenvolver em corpos d’agua de natureza e qualidade diversas, assim como de utilizar

eficientemente os mais diversos tipos de reservatoérios artificiais proporcionados pelo
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ambiente urbano, tenham sido os principais fatores que favoreceram a disseminagéo
mundial desse inseto e dos virus por ele veiculados (NATAL, 2002; TAUIL, 2002). Ao

longo do presente trabalho o termo Ae. aegypti estara se referindo a subespécie Ae.
aegypti aegypti.

Figura 3. Mapa global da distribuicao prevista de Aedes aegypti: 0 mapa representa a probabilidade de
ocorréncia (de azul para 0 e vermelho para 1). Resolugéo espacial de 5 km x 5 km. Fonte: KRAEMER et al.,
2015.

As principais arboviroses transmitidas pelo Ae. aegypti sdo abordadas a seguir:

1.1.3 Febre amarela

O virus da febre amarela pertence ao género Flavivirus e a familia Flaviridae. A sua
estrutura viral é formada por um capsideo icosaédrico, contendo um o genoma composto
por RNA fita simples de polaridade positiva (CHAMBERS et al., 1990).

A febre amarela é uma doenga reemergente infecciosa, ndo contagiosa, com
estado febril aguda, de gravidade variavel (VASCONCELOS, 2003). A transmisséo
geralmente ocorre durante estagdes chuvosas, tendo o mosquito Aedes aegypti como um
dos seus principais vetores. Sao reconhecidos trés ciclos de transmissao para a febre
amarela: o urbano (formado pelo mosquito e o ser humano), o silvestre (formado por
mosquitos e primatas silvestres, atingindo incidentalmente o ser humano) e o ciclo
intermediario (no qual seres humanos se contaminam no ambiente silvestre e trazem a
doenga para os centros urbanos) (JAVELLE; GAUTRET; RAOUL, 2018; KAUL et al.,

2018). E importante mencionar que no ciclo silvestre os mosquitos do género
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Haemagogus sao os primcipais vetores na transmissao da febre amarela (CHIPPAUX;
CHIPPAUX, 2018).

Uma vez adquirido, o virus tem a capacidade de se espalhar de forma rapida por
varios 6rgaos do corpo humano. O figado € sempre o 6rgdo mais afetado pela febre
amarela, levando a ictericia profunda, caracteristica da doenca (BARRET, 2018; FARIA et
al., 2018). A febre amarela pode ocorrer em pessoas de todas as idades e etnias, embora
geralmente a maior taxa de mortalidade seja observada em bebés e idosos, pelo
comprometimento imunoldgico nessa faixa etaria (CHIPPAUX; CHIPPAUX, 2018).

Em meados do século XX, em virtude da campanha nacional de erradicacdo do
vetor Ae. aegypti, a febre amarela teve sua transmissdo controlada em todo o Brasil
(MAGALHAES, 2016). Contudo, a partir da década de 1970, as populacdes de Ae.
aegypti rapidamente se restabeleceram no territorio nacional (KOTSAKIOZI et al., 2017).
Nos ultimos anos a febre amarela voltou a ganhar destaque no monitoramento
epidemiolégico do Brasil como arbovirose de importadncia na saude publica em areas
nao endémicas. Os dados do monitoramento epidemiolégico mantém a situagdo dessa
doencga sob alerta eminente. Entre julho de 2017 e junho de 2018 foram confirmados
1.376 casos de febre amarela no pais, com 483 6bitos, o que motivou a ampliagdo da
vacinacao para 4.469 municipios desde o final de 2017 (BRASIL, 2018a).

O Brasil registrou duas primeiras ondas de febre amarela nos periodos sazoanais
de 2016/2017 e 2017/2018 em Minas Gerais (BRASIL, 2018a). Um dos aspectos mais
agudos é que doenga tem a letalidade alta, em torno de 33%, o que torna a situagéo
ainda mais grave (CHIPPAUX; CHIPPAUX, 2018; BRASIL, 2018a). A reemegéncia dos
surtos de epidemia da febre amarela é relacionada a redugdo na cobertura vacinal nas
regides mais afetadas, uma vez que a vacinagao € o meio mais pratico e confiavel de
controle da febre amarela, tanto para pessoas que vivem ou para aquelas que viajam para
areas endémicas (BRASIL, 2003).

1.1.4 Dengue

A dengue é uma doenga infecciosa, febril, que é causada por um virus de RNA de
fita simples da familia Flaviviridae. Até o momento quatro sorotipos do virus ja foram
identificados, DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (POLLETT et al., 2018). Embora
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cada sorotipo desencadeie manifestacdes clinicas semelhantes na doenca, estes sao
geneticamente e antigenicamente distintos (MUSTAFA et al., 2015). Apds se infectar com
o virus da dengue, um individuo adquire protegao imunoldgica contra 0 mesmo sorotipo,
possivelmente pelo resto da vida (PONTES; RUFFINO-NETTO, 1994). A transmisséo de
todos os sorotipos aos humanos se da pela picada de mosquitos do género Aedes
infectados, principalmente o Ae. aegypti no Brasil, embora outros vetores possam
transmitir esses virus (BRASIL, 2009b). Uma vez infectado, o mosquito Ae. aegypti
podera realizar a transmissao do virus até o fim da sua vida, que compreende um periodo

de aproximadamente 6 semanas (BRASIL, 2009a).

Nos seres humanos é relatado que as infecgdes pelos virus DENV causam uma
variedade de manifestagdes clinicas, que vao desde infeccbes praticamente
assintomaticas, passando pela presenca de dores nas articulagbes, febre, erupgodes
cutaneas ou outros sintomas mais amenos, até outros mais severos, como a sindrome do

choque da dengue ou a dengue hemorragica, que podem ser fatais (BRASIL, 2002)

Bhatt e colaboradores (2013) Estimam que aproximadamente 390 milhdes de
infecgdes por virus DENV ocorram anualmente em todo mundo das quais cerca de 96
milhées se manifestam clinicamente. A doenca é considerada endémica em mais de 100
paises, principalmente de clima tropical e subtropical. Neste contexto, percebemos a
vulnerabilidade do Brasil, que vem apresentando uma série de epidemias de dengue a
partir de 1986 (BARRETO et al., 2011). Nos registros epidemiologicos de doengas
infecciosas nacionais, pode-se verificar que a dengue se destaca por apresentar um
crescimento gradual ao longo dos ultimos anos. Em 2016, por exemplo, foram notificados
1.487.924 casos provaveis de dengue, sendo que a regidao Sudeste foi a que apresentou
0 maior numero de casos provaveis (855.425 casos; 57,5%) quando comparando com
outras regides do pais (21,7% no Nordeste, 13,2% no Centro-Oeste, 4,9% no Sul e 2,5%
no Norte) (BRASIL, 2016). Ja em 2018, a regido Centro-Oeste passou a apresentar o
maior numero de casos provaveis (80.170 casos; 36,3%), em relagdo as demais regides
geograficas do pais (28,5% no Nordeste, 28,1% no Sudeste 6,0% no Norte e 1,1% no
Sul). Diante da magnitude dos dados epidemioldgicos, da gravidade da doenca e da

frequéncia de surtos e epidemias, € nitido que a situagdo da dengue no Brasil ndo se
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encontra controlada, o que justifica investimentos em novas abordagens de tratamento,

no desenvolvimento de vacinas e no controle vetorial dos mosquitos.

1.1.5 A infecc¢ao pelo virus Zika

O virus Zika (ZIKV) é também um virus de RNA fita simples positiva pertencente a
familia Flaviridae (género Flavivirus) (HAYES, 2009), havendo sido isolado pela primeira
vez em 1947, em um macaco rhesus sentinela, utilizado como cobaia de zika na floresta
em Uganda (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952; MINER; DIAMOND, 2017). No Brasil é
considerado um patégeno emergente de grande importancia médica desde o surto
registrado em 2015 (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015). Atualmente, a infeccédo pelo
virus Zika se tornou uma ameaga a salde humana nas Américas, Asia e Africa, com
complicagdes severas que incluem microcefalia congénita e a sindrome de Guillain-Barré
(MINER; DIAMOND, 2017).

A transmissao do virus Zika ocorre principalmente em um ciclo urbano entre seres
humanos e mosquitos das espécies Ae. aegypti e Ae. albopictus, sendo o Ae. aegypti o

vetor com maior relevancia no Brasil (PETERSEN et al., 2016).

Os sintomas clinicos da infec¢do pelo virus Zika podem ser facilmente confundidos
com os sintomas induzidos por outras arboviroses, principalmente a dengue. Febre,
erupgoes na pele, conjuntivite, mialgia, mal-estar e cefaléias sdo os principais sintomas,
que geralmente duram de 2 a 7 dias (MINER; DIAMOND, 2017).

No Brasil, desde o surto de 2015 as autoridades sanitarias tem se mantido em
alerta quanto ao monitoramento de casos da doenca. Em 2018 foram notificados 7.544
casos provaveis de infeccdo pelo virus Zika no pais, com taxa de incidéncia de 3,6
casos/100 mil habitantes. Dentre as regides, a Sudeste foi a que apresentou o maior
numero de casos provaveis (2.779 casos; 36,8%) em relagao ao restante do pais (29% no
Nordeste, 21,2% no Centro-Oeste, 12,5% no Norte e 0,5% no Sul) (BRASIL, 2018b).

Acredita-se que, pela notavel semelhanga genética entre os virus da dengue e
Zika, os conhecimentos gerados na descoberta de novos tratamentos para a dengue
possam também ser ampliados ou adaptados para o tratamento de infec¢des pelo virus

Zika (WEAVER et al., 2016). Com relagao a prevengao, apesar dos grandes esforgos de
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pesquisa, a vacina para esse patdgeno ainda é indisponivel e devera ainda aguardar até

que a biologia do virus Zika seja melhor compreendida.

Num ambito geral, a melhor perspectiva para impedir a propagagao do virus Zika
permanece sendo o controle do vetor Ae. aegypti, na tentativa de prevenir o contato entre
o vetor e seres humanos (WEAVER et al. 2016).

1.1.6 Febre chikungunya

A febre chikungunya € uma doenca infecciosa emergente, causada pelo
virus chikungunya, um alfavirus com genoma de RNA de fita simples positiva
(género Alphavirus, familia Togaviridae). A infecgao foi descrita pela primeira vez em um
surto no ano de 1952, na regido onde fica atualmente a Tanzénia (HORWOOD; BUCHY,
2015).

Em seres humanos a transmisséo do virus ocorre através da picada de mosquitos
vetores das espécies Ae. aegypti e Ae. albopictus infectados (HORWOOD; BUCHY,
2015). Ainda que a transmisséao direta entre humanos nao tenha sido demonstrada, ha de
se considerar a possibilidade de transmissdo vertical durante a gestacao (VOUGA et al.,
2019). O inicio subito da febre chikungunya ocorre em um periodo médio de 2 a 4 dias
apos a picada. Os sintomas associados principais séo febre alta, artralgia grave e mialgia,
cefaléia forte e erupgdes cutdneas (HORWOOD; BUCHY, 2015).

A circulagdo do virus foi identificada pela primeira vez no Brasil em 2014
(AZEVEDO; OLIVEIRA; VASCONCELOS, 2015) e nos ultimos anos a ocorréncia do virus
chikungunya ja abrange todo o pais. Os dados epidemioldgicos de 2018 revelam o
registro de 80.940 casos provaveis de febre de chikungunya no pais. A regido Sudeste foi
a que apresentou o maior numero de casos provaveis de febre chikungunya (48.344
casos; 59,7%) em relagcdo ao restante do pais (16,9% no Centro-Oeste,13,3% no
Nordeste, 9,7% no Norte e 0,3% no Sul) (BRASIL, 2018b).
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1.1.7 Febre Mayaro

O virus Mayaro (MAYV), agente etiologico da febre Mayaro, € um arbovirus virus
com genoma de RNA de fita positiva, pertence a familia Togaviridae, género Alphavirus,

assim como o virus chikungunya (KING et al., 2011).

Menos conhecido que os demais arbovirus discutidos acima, o virus Mayaro €&
descrito como um patdégeno zoondtico, pois tem circulagio silvestre e rural na América do
Sul tropical e seu ciclo envolve o mosquito Haemagogus janthinomys como vetor e
primatas ndo humanos e aves, como hospedeiros vertebrados. Em Humanos pode
apresentar alta viremia, a transmissdo experimental ja foi demonstrada em Ae. aegypti,
Ae. albopictus. e Ae. scapularis podendo constituir um risco para saude publica em
centros urbanos. Os casos de doengca no homem sao esporadicos e acidentais, na
maioria, geralmente afetando pessoas que trabalham ou residem em areas proximas a
florestas tropicais umidas (MUNOZ; NAVARRO, 2012).

As manifestagdes clinicas da febre Mayaro consistem em uma fase aguda onde
podem ocorrer sintomas como febre abrupta, artralgia e exantema maculopular,
frequentemente associado a sangramento. Segue-se entdo uma fase subaguda da
doenga, onde podem ocorrer complicagdes neurolégicas graves, febre intermitente,
miocardite e até o obito (ACOSTA-AMPUDIA et al., 2018).

Apesar de nao receber tanta atencdao se comparado as demais arboviroses
transmitidas pelo Ae. aegypti, o virus Mayaro é conhecido desde a década de 1950. Ja
em abril de 1955, o Brasil protagonizou uma epidemia da doenga. Entre 1966 e 2010,
inquéritos soroldgicos identificaram de forma recorrente tragos da infecgdo pelo virus
Mayaro no pais, o que colocou o Brasil como um dos paises mais afetados por esse virus
nas ultimas décadas. O Ministério da Saude notificou 343 casos suspeitos de febre
Mayaro entre dezembro de 2014 e janeiro de 2016, abrangendo as regides Norte, Centro-
Oeste e Nordeste. Até o ano de 2017, apenas 70 diagnésticos foram confirmados, sendo
a maioria na regiao Centro-Oeste e envolvendo moradores da area rural ou individuos
que tiveram contato com essas areas. Os dados epidemiolégicos dos ultimos trés anos
apontam para uma potencial urbanizacdo da febre Mayaro no Brasil, uma vez que a

propagacao do agente infeccioso ocorre de forma discreta e que ha a facilidade da
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transmissdo desse virus pelo mosquito Ae. aegypti em ambientes domiciliares e
peridomiciliares (BRASIL, 2019).

1.1.8 Estratégias de controle do vetor Aedes aegypti

O mosquito Ae. aegypti continua sendo considerado como o elo mais vulneravel na
cadeia epidemioldgica da transmissao das diferentes arboviroses discutidas acima.
Consequentemente, o controle do vetor € o principal meio empregado na tentativa de
reduzir o impacto dessas epidemias no mundo (WHO, 2009). Segundo o Grupo de
Aconselhamento de Controle de Vetores (VCAG - Vector Control Advisory Group) da
OMS, os métodos de controle do mosquito Ae. aegypti atualmente disponiveis ou em fase
de desenvolvimento estdo a) controle ambiental dos criadouros; b) armadilhas
mecanicas; c) aplicagao de inseticidas; d) técnicas de reducao da fertilidade dos insetos,
e) uso de insetos transgénicos e f) liberagdo de mosquitos com Wolbachia (ACHEE et al.,
2019)

As estratégias de controle envolvem desde medidas preventivas, como a educacao
em saude e a participagdo da populagcédo nas atividades que promovam a identificagao e
reducao de criadouros de vetores no ambiente. O Ministério da Saude recomenda as
equipes regionais responsaveis pelo controle de vetores que sejam realizadas visitas a
todos os pontos considerados de risco, para o combate do vetor nos estagios iniciais do
desenvolvimento (BRASIL, 2009b). No que diz respeito ao uso de armadilhas, estas
devem ser altamente sensiveis e especificas para a espécie-alvo, de forma a se tornarem
ferramentas eficientes para eliminagdo de vetores. Nesta categoria, as armadilhas mais
eficazes dependem de uma combinacio de sinais atrativos ao mosquito, como luz, calor,
umidade, diéxido de carbono e substancias quimicas sintéticas (SPITZEN;
SMALLEGANGE; TAKKEN, 2008). Como exemplo de armadilha comercial destaca-se a
Mosquito Magnet Pro (MMpro, Mosquito Magnet Depot, Florida, EUA), que usa gas
propano e proporciona uma armadilha economicamente acessivel e de facil

implementacao para o publico em geral (ACHEE et al., 2019).

Os inseticidas podem ser classificados em quimicos e bioldgicos. Os primeiros
consistem de produtos usados para matar larvas (larvicidas) ou insetos adultos

(adulticidas). Quanto ao seu mecanismo de acdo, esses produtos podem ser
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neurotéxicos, analogos de hormdnio juvenil e inibidores de sintese de quitina (BRAGA,;
VALLE, 2007a). A aplicagao de inseticidas para controle de mosquitos pode ser feita por
meio de tratamento focal (aplicagdo em locais positivos para formas imaturas do
mosquito, ou seja, agao larvicida), perifocal (aplicagdo em paredes externas de
criadouros, apresentando acdo residual- acdo adulticida) e também por aspersao
aeroespacial (BRASIL, 2001). Os inseticidas biolégicos tém o potencial de constituir uma
alternativa ambientalmente segura aos inseticidas quimicos. Nessa categoria, os mais
difundidos e estudados sdo compostos por bactérias Bacillus thuringiensis, que sao
usadas no controle de larvas de Aedes. Porém, a persisténcia de tais toxinas no
ambiente, como é observado no uso de inseticidas quimicos, pode favorecer a selegao e
expansao de linhagens de insetos resistentes para esta classe de inseticidas (PARIS et
al., 2011).

No controle biolégico, fungos ascomicetos entomopatogénicos, em especial as
espécies Metarhizium anisopliae e Beauveria bassiana, foram cogitados para o controle
dos estagios de larva e adulto de Ae. aegypti (SCHOLTE et al., 2004). Porém, a
otimizagdo da formulagdo se mostrou critica, uma vez que a longevidade dos fungos
(duragéo da eficacia depois de aplicado) e até mesmo a variagdo da dose letal no
mosquito ndo corresponderam aos parametros desejaveis para agentes biolégicos de
controle vetorial (ACHEE et al., 2019).

Atualmente as principais estratégias biolégicas em fase de estudos para controle
do mosquito Ae. aegypti sdo voltados ao emprego de bactérias endossimbioticas do
género Wolbachia (MOREIRA et al., 2009; BIAN et al., 2010) e também a produgéo de
insetos estéreis por meio de radiagcdo (BALDACCHINO et al., 2015). A infeccao dos
mosquitos com Wolbachia promove a inibicdo da replicagcdo e disseminagao viral
(MOREIRA et al., 2009; BIAN et al., 2010). Em outra abordagem, denominada como
técnica do inseto estérii ou SIT (Sterile Insect Technique), machos estéreis sao
produzidos em laboratério através de baixa radiagao ionizante (raios X ou gama), o que
ainda permite sua capacidade de cépula e faz com que entrem em competicdo com
machos selvagens pelas fémeas. Assim como os avangos nos estudos de liberagao de
mosquitos com Wolbachia ao longo de quase uma década visam “encurtar” a vida do

inseto (MOREIRA et al., 2009) outras abordagens visam a liberagdo de mosquitos com
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baixa fertilidade no ambiente, com intuito de eliminar a proxima geragdao pelo
acasalamento de insetos machos estéreis com insetos fémeas selvagens o que levaria a
produgao de ovos potencialmente estéreis (ATYAME et al., 2016). No entanto, a aplicagao
da SIT em Ae. aegypti precisa ainda de melhoramentos para evitar danos somaticos, que
podem resultar na reducéo da longevidade, em problemas com a atividade e com o vigor
sexual dos machos estéreis (HELINSKI; PARKER; KNOLS, 2009).0s resultados com a
SIT se mostraram muito promissores com relacédo ao mosquito Ae. albopictus (BELLINI et
al., 2013), todavia os custos operacionais ainda sdo um empecilho para o
estabelecimento de instalagdes de criagdo de machos estéreis em larga escala em paises
endémicos (ACHEE et al., 2019).

Alguns estudos que envolvem manipulagdes genéticas no controle de mosquitos
vetores seguem uma estratégia conhecida como Gene Drive, que consiste na introdugao
de individuos portando em seu genoma construgdes transgénicas com propriedade de
invadir e de disseminar entre populagdes alvo através do acasalamento (BURT, 2003).
Neste sentido, varios estudos focam em sistemas genéticos baseados em elementos de
transposicdo para o mosquito Ae. aegypti (ADELMAN; JASINSKIENE; JAMES, 2002;
CHEN; MATHUR; JAMES, 2008; BRACCO et al., 2007). Também foca-se no
desenvolvimento de linhagens de mosquitos transgénicos contendo genes com atividade
antiviral, direcionados a substituicdo de populacdes selvagens (FRANZ et al., 2006) ou
genes dominantes letais para supressao populacional (PHUC, 2007). As estratégias
atuais de gene drive envolvem a producdo de linhagens de mosquitos geneticamente
modificadas como sistema CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats - CRISPR-Associated Protein 9) (GANTZ et al., 2015; HAMMOND et
al., 2016). Nessas linhagens o elemento transgénico € inserido precisamente em um local
estabelecido do genoma e sua transmissdo passa a se tornar hereditaria, mas com um
padrdo de herangca ndo mendeliano, onde o locus geneticamente modificado converte o
locus selvagem e torna a prole homozigética para a construgao (GANTZ et al., 2015;
HAMMOND et al., 2016). Juntamente com o cassete que promove a propagacdo da
construcao genética CRISPR-Cas9, podem ser inseridos genes que reduzem a

competéncia vetorial do Ae. aegypti (BUCHMAN et al., 2019).
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O estudo dos aspectos relacionados a replicagdo do DNA e transcricdo dos genes do
mosquito Ae. aegypti podem contribuir para estratégias de controle que foquem na
inibicdo desses eventos. A DNA Topoisomease Il é uma das principais enzimas
envolvidas na replicagéo e segregagao dos cromossomos, atuando também nos eventos
de transcricdo e recombinagcdo génica. A inibicdo desta enzima bloqueia a segregacao
dos cromossomos durante a divisdo celular o avanco da forquilha de replicacao,

interferindo diretamente na progressao do ciclo celular.

1.2 As Topoisomerases

1.2.1 Visao geral das DNA topoisomerases

Basicamente, todo o DNA presente nas células é encontrado sob tensao helicoidal
ou superenrolado. A estrutura superenovelada da molécula de DNA in vivo geralmente se
encontra em um estado fechado, tal como verificamos em moléculas de DNA circulares
de plasmideos, nos genomas de muitos virus ou ainda na maioria dos genomas
bacterianos. Ja nos genomas nucleares de organismos eucariotos, 0 DNA cromossomal
assume formato de grandes algas. As extremidades dessas algas séo estabilizadas por
macromoléculas, o que garante que n&o girem sobre o eixo da prépria hélice. Assim
podemos assumir que a maioria das moléculas de DNA na natureza € encontrada no
estado topoldgico denominado superenovelado ou superhelicoidizado (VOSBERG, 1985;
WANG, 1996).

Os eventos envolvidos com o metabolismo do DNA (transcrigéo, replicagéo, reparo
e recombinacdo) sao fundamentais para garantir a sobrevivéncia dos organismos. Para
que ocorram de forma eficiente, sdo necessarias mudangas temporarias na estrutura do
DNA de forma que a molécula de acido nucléico esteja acessivel as proteinas envolvidas
nesses processos. Neste aspecto,muitas vezes é primordial a separagdo permanente ou
temporaria das cadeias complementares da dupla hélice do DNA, o que implica na
resolucdo de problemas topoldgicos decorrentes diretamente desses processos (WANG,
1996).

As enzimas responsaveis pelas alteracbes no estado topolégico do DNA sdo
classificadas como DNA topoisomerases e estdo presentes em todos os organismos vivos

estudados até o momento. Essas enzimas pertencem a uma classe heterogénea de
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proteinas, cujo papel € promover a interconversao entre topoisémeros de DNA ao realizar
mudangas conformacionais que envolvem a clivagem e religagdo das fitas de DNA, sem
alterar sua sequéncia de bases. Neste sentido, as DNA topoisomerases alteram
basicamente o numero de vezes que as cadeias se entrelagam entre si e no espago, o
superenovelamento) (CHAMPOUX, 2001; DAS et al., 2004).

De forma resumida, as DNA topoisomerases criam quebras transitorias de fitas
simples ou fita dupla no DNA e as reconectam sem alterar o numero de ligacdo da
molécula (Lk)1, possibilitando a continuidade e a conclusdo de eventos associados ao
DNA, como a replicacao, reparo, transcricdo génica, recombinacdo e remodelamento da
cromatina (GOMEZ-EICHELMANN; CAMACHO-CARRANZA, 1995; CHAMPOUX, 2001).
A separagdo das cadeias de DNA necessarias para que ocorram 0s processos de
transcricao e replicagao, assim tanto os eventos que envolvem a divisédo perfeita das duas
copias idénticas de cada cromossomo eucaridtico ou a promog¢ao do alto grau de
compactacido da cromatina eucariética envolvem acgdes criticas das DNA topoisomerases
nas células (WANG, 2009).

Para que as enzimas RNA polimerases transcrevam o0s genes e para que as DNA
polimerases repliquem o0s genomas, a separagdo das cadeias e a movimentagao
progressiva das “bolhas” de transcricao e das “forquilhas” de replicagdo ao longo da
molécula de DNA ¢é obrigatdria. Devido a estrutura de hélice dupla do DNA e a restricéo a
rotagdo livre dessa molécula nas células, a separagdo das fitas leva a um
superenovelamento do DNA nas regides flanqueadoras, onde as duas cadeias sao
separadas pelos complexos polimerase-helicase. Como resultados dessa ag¢do, um
superenrolamento positivo € gerado a jusante dos sitios de transcricdo ou replicacdo e um

superenrolamento negativo € gerado a montante desses sitios (LIU; WANG, 1987). Na

' O ntimero de ligagao (Lk - Linking number) é uma das principais caracteristicas topolégicas do DNA e
corresponde ao numero de voltas que uma cadeia do DNA passa por sobre a outra. O Lk consiste na soma
de dois fatores: o numero de tor¢do (Tw - Twisting number - o numero de voltas da dupla hélice) e o de
supertor¢ao (Wr - Writhing number - o nUmero de vezes que o eixo longo da dupla hélice cruza sobre si
proprio). O Lk é invariavel para DNAs circulares (como cromossomos bacterianos) e DNAs topologicamente
restritos (como cromossomos eucariéticos complexados a proteinas da cromatina e fixados no envoltério
nuclear). Assim, para manter o Lk invariante, qualquer mudanga em Tw €& acompanhada por uma
compensagao em Wr. Alteragdes no Lk de um DNA s6 ocorrem mediante quebra de uma ou duas cadeias e
rearranjo da dupla hélice, o que leva ao superenrolamento ou relaxamento do DNA (WATSON et al., 2015).
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auséncia da atividade da topoisomerases do DNA, o superenrolamento positivo a jusante
levaria ao bloqueio da transcricdo e da replicacdo, terminando por impedir a
movimentagao das polimerases. Enquanto que o superenovelamento negativo promove a
formagao de inumeras estruturas anormais do DNA, podendo incluir algas em D (D loops,
formadas pela invasdo de um duplex de DNA por um segmento complementar de DNA
fita unica), algas em R (Rloops, formadas pelo anelamento continuo de RNA com seu
molde de DNA pela RNA polimerase a montante da forquilha), quartetos-G (que sao
quatro residuos de guanina dispostos em uma estrutura plana) e a forma Z do DNA
(nessa conformacéo a hélice dupla do DNA tem sua tor¢ao para esquerda). Dessa forma,
todos os processos mencionados acima interferem no metabolismo normal do DNA
(POMMIER et al., 2010). A replicacdo do DNA nos permite ter mais uma nogao do quanto
as acgdes das topoisomerases do DNA sio essenciais para manutencio e propagacao da
vida. Durante a replicagdo do DNA (que ocorre na fase S do ciclo celular em células
eucaridticas) cada cromossomo € inteiramente replicado pela atividade das DNA
polimerases, conforme discutido brevemente no paragrafo anterior. Mais adiante no
tempo, durante a fase M do ciclo celular, as cromatides irmas geradas pela replicagao
serao particionadas igualitariamente entre as células filhas. Entretanto, devido a estrutura
em hélice dupla do DNA, o processo de replicagdo gera as progénies entrelagadas (ou
concatenadas) e as mesmas vao precisar ser resolvidas (ou decatenadas) com auxilio de
topoisomerases antes dos eventos da anafase e da citocinese no ciclo celular. Além
disso, os genomas circulares bacterianos e alguns genomas virais formam catenanos
obrigatérios durante a replicacdo de seu DNA e, gracas a acado das topoisomerases, tais
processos mantém a eficiéncia e integridade da duplicagdo e propagagdo do genoma
(POMMIER et al., 2010).

Com relagdo a organizacdo e empacotamento da cromatina, por exemplo,
sabemos que o DNA se compacta de tal modo que todo genoma de uma unica célula
humana (cerca de 3 x 10° pares de base, o que corresponde a aproximadamente 1,8
metros de comprimento) precisa ser compartimentalizado de forma organizada em um
nucleo com um didmetro médio de 6 um. Podemos entéo dizer que a circunferéncia média
de um nucleo celular de mamiferos € quase 100.000 vezes menor que o comprimento do
genoma que precisa ser empacotado nele. Mesmo se tomarmos como exemplo um

genoma circular e muito menor, como o da bactéria Escherichia coli (4,7 x 10° pares de
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bases), vemos que esse DNA precisa ser empacotado no citoplasma de uma célula
procariotica cuja circunferéncia média é cerca de 300 vezes menor. Tendo em vista essas
proporgdes discrepantes, a compactagdo do material genético é viabilizada através da
formagao de estruturas densas, contendo o DNA em um estado de superenrolamento e
organizado hierarquicamente em estruturas toroidais e algcas, com a participacdo de
proteinas auxiliares, como as histonas eucaridticas. Na manuteng¢ao da compactacao do
DNA, as enzimas topoisomerases evitam/aliviam a formagao de tensédo e nés (knots) na
estrutura superenrolada ou super helicoidal do DNA (POMMIER et al., 2010).

De uma maneira geral, a atividade das DNA topoisomerases tem inicio com a
promog¢ao de uma quebra transitéria de uma ou ambas as cadeias do DNA alvo. Esta
quebra do DNA é acompanhada pela formacdo de uma ligagao fosfodiéster transiente
entre um residuo de tirosina especifico da topoisomerase (altamente conservado) em uma
das extremidades da cadeia clivada. Considerando uma diferenga fundamental no
mecanismo basico de acdo, temos duas classes de DNA topoisomerases: as do tipo |
(Topo 1), que realizam a quebra em apenas uma cadeia da hélice dupla de DNA por
reacao, e as do tipo Il (Topo Il) (quadro 1), que sdo capazes de promover a clivagem de
duas cadeias do DNA por reacado (VOSBERG, 1985; WANG, 1996). Ambos os tipos de
topoisomerases ainda podem ser subdivididos em subclasses A e B, compartilhando
aspectos mecanisticos, embora variando em estrutura (WANG, 2002). Os procariotos
tendem a ter uma organizagdo mais simples do que a observada em metazoarios, com
apenas quatro topoisomerases descritas para E. coli, por exemplo. No entanto, muitas
bactérias possuem duas enzimas do tipo IA (Topo | e Topo lll) e duas enzimas do tipo lIA
(DNA girase e Topo IV) (POMMIER et al., 2010).
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Quadro 1. DNA topoisomerases: Classes e subclasses e exemplos representativos.

CLASSIFICAGAO DAS CLASSES E SUBCLASSES DE DNA TOPOISOMERASES

CLASSE |SUBCLASSE DNA TOPOISOMERASES

DNA topoisomerases | e Il bacterianas

DNA topoisomerase Il de levedura

DNA topoisomerases llla e Il de Drosophila melanogaster
DNA topoisomerases llla e 1l de mamiferos

TOPOI DNA topoisomerase | eucarittica

1B DNA topoisomerase | mitocondrial de mamiferos
DNA topoisomerase de poxvirus

IC DNA topoisomerase IC de Methanococcus kandleri

DNA girase bacteriana
DNA topoisomerase |V bacteriana
A DNA topoisomerase do fago T4
DNA topoisomerase Il de levedura
TOPOII DNA topoisomerase Il de Drosophila melanogaster
DNA topoisomerases lla e |I3 de mamiferos

e DNA topoisomerase VI de Sulfolobus shibatae

Fonte: Adaptado de Wang, 2002.

Os mecanismos de agéo de algumas topoisomerases requerem a presenga de ions
metdlicos divalentes como cofatores para a reacdo de clivagem e religagdo do DNA,
podendo ainda sua acao depender de ATP. Neste quesito as DNA topoisomerases do tipo
I ndo necessitam de ATP para promover a quebra e o relaxamento de moléculas de DNA
sob tensdo de superenrolamento. Em contrapartida, as enzimas DNA topoisomerases do
tipo Il sdo dependentes de ATP para realizacdo da clivagem de ambas as cadeias da
dupla hélice de DNA, assim estas enzimas ndo sé catalisam a passagem de segmentos
de DNA justapostos aleatoriamente, mas controla a topologia dessa molécula, utilizando a
energia da hidrolise de ATP para remover preferencialmente as ligagdes topoldgicas que
fornecem barreiras & segregacdo do DNA (GOMEZ-EICHELMANN; CAMACHO-
CARRANZA, 1995).

O tamanho funcional dos complexos enzimaticos bacterianos e eucaridticos das
DNA topoisomerases sao relativamente grandes, variando em torno de 70 kDa para

complexos contendo as topoisomerases do tipo | e 370-400 kDa para aqueles contendo
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as enzimas do tipo Il. Para fins de comparacido, os tamanhos dos complexos de
topoisomerasedo tipo Il sdo maiores que o tamanho de um nucleossomo, que é de
aproximadamente 120 kDa sem associagao com a histona H1 e passa a ter em torno de
180 kDa com as histonas H1. Ou seja, os complexos das enzimas topoisomerases do tipo
Il sdo cerca de duas vezes maiores que o tamanho de um nucleossomo tipico da
cromatina eucariética (POMMIER et al., 2010).

No que diz respeito aos aspectos mecanisticos do funcionamento das
topoisomerases, todas as enzimas caracterizadas até o momento estdo implicadas, de
alguma forma, em reagdes envolvendo a modulagdo do grau de superenrolamento do
DNA. Apesar de existir uma grande sobreposicdo da acao geral entre as diferentes
topoisomerases do DNA em uma mesma célula, cada uma das enzimas parece ser
otimizada e adaptada evolutivamente para conduzir seu proprio repertério de alteracdes
topoldgicas no DNA (figura 4). Um exemplo disso € que as Topo |l bacterianas
(conhecidas como DNA girases) sdo as uUnicas com a capacidade de promover a
formacao de moléculas superenroladas a partir de moléculas de DNA relaxadas. Por outro
lado, o relaxamento de moléculas superenroladas de DNA é catalisado tanto por Topo |
quanto por Topoll bacterianas e eucaribticas (figura 4 A). Outras fungdes atribuidas as
Topo Il consistem na concatenagdo e decatenagdao de moléculas circulares (figura 4 B) e
na formagédo ou remocgao de estruturas em forma de nd (knots) (figura 4 C) (BATES;
MAXWELL, 1997).
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(a)

Figura 4. Representagao esquematica das reag6es catalisadas pelas enzimas topoisomerases: (a)
superenrolamento/relaxamento catalisado pelas enzimas de classe | e Il; (b) concatenagao/decatenacgao,
catalisada somente pelas enzimas de classe Il e (c) formag&o/remocdo de estruturas em forma de no,
também catalisada somente pelas enzimas de classe Il. As transformagdes em (b) e (c) s6 podem ser
realizadas pela passagem de um segmento de DNA de cadeia dupla através de outro. Fonte: Bates;
Maxwell (1997).

1.2.3 DNA topoisomerases do tipo |

Nesta sessdo faremos uma breve descricao das DNA topoisomerases do tipo |,
porém, o maior detalhamento sera relacionado a aspectos voltados para DNA

topoisomeraese do tipo IlA, objeto de estudo desse trabalho.

A acéo das topoisomerases do tipo | (figura 5) se inicia com o reconhecimento e
clivagem do DNA alvo. Ocorre entdo a formagao de uma ligagéo fosfotirosina covalente
transitoria com uma das extremidades da cadeia de DNA clivada, seja a extremidade 5’
(para Topo IA) ou a 3’ (para topo IB). No préximo passo ocorre a passagem da cadeia
integra através do espaco deixado pela quebra e finalmente a enzima promove a
religagdo do segmento onde a clivagem foi produzida, alterando assim a topologia da
molécula de DNA. As enzimas Topo | sdo capazes de alterar a topologia do DNA sem a
necessidade de empregar uma fonte externa de energia metabdlica. (Uma excecao a
essa regra € a enzima DNA girase reversa (bacteriana), que € capaz de introduzir
superenrolamentos positivos utilizando a energia derivada da hidrélise de ATP. De uma
forma geral, o mecanismo de agao das enzimas Topo | envolve o armazenamento da
energia da tens&o torcional do DNA superenrolado e a utilizacdo dessa mesma energia a
medida que a reagado prossegue (BAKER; RAJAN; MONDRAGON, 2009).
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Figura 5. Mecanismo de acdo geral proposto para as enzimas DNA topoisomerases |l. A ilustragédo
demonstra a clivagem de uma uUnica cadeia da hélice dupla de DNA (linhas pretas) e a passagem da
segunda cadeia pela abertura gerada, promovida por mudangas conformacionais na estrutura da enzima:
(a) mudanga conformacional para o ataque nucleofilico da cadeia lateral da tirosina presente no sitio ativo
em uma das fitas do DNA; (b) apés a clivagem, o residuo de tirosina permanece covalentemente ligado ao
fosfato na porgdo 5’ (DNA topoisomerases do tipo IA) ou 3’ (DNA topoisomerases do tipo IB); (c) a abertura
da enzima permite a passagem da cadeia integra pelo espacgo gerado pela quebra; (d) apds a passagem
ocorre a religagao da cadeia de DNA clivada; (e; f) a enzima muda novamente de conformagéo para liberar
o DNA e completar o ciclo. Fonte: Champoux (2001).

Conforme visto anteriormente, as principais topoisomerases do tipo | sdo divididas
entre assubclasses IA e IB. Todas as enzimas do tipo IA utilizam o ion Mg?* como cofator
nas reagbes e sdo monoméricas, com excegao da DNA girase reversa da archea
Methanopyrus kandlery, que é um heterodimero (KRAH et al., 1996). Estas enzimas séo
encontradas em todos os dominios da vida e tem as fungbes concatenar, decatenar e
relaxar estruturas superenroladas no DNA (FEINBERG, LIMA; MONDRAGON,1999).

1.2.4 DNA topoisomerases do tipo Il

Os membros da classe Il de DNA topoisomerases podem ser distinguidos com
base na sua acdo em processos de relaxamento, relacionados a decatenagdo ou
concatenacdo do DNA. Assim essas propriedades refletem funcdes especializadas nas
células. Durante sua acao, as DNA topoisomerases |l clivam temporariamente ambas as
fitas da hélice dupla de DNA, o que permite a passagem de um segmento de DNA externo
através do espaco gerado pela quebra dupla, em uma reagdo dependente da hidrélise de
ATP e da presenca de ions de Mg**. Curiosamente, tanto a clivagem quanto a religacdo
do DNA ocorrem sem aporte energético derivado da hidrélise do ATP (WANG, 1996;
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CHAMPOUX, 2001). Em relagdo a homologia de suas sequéncias as DNA
topoisomerases Il podem ser agrupadas e classificadas em subclasses |IA e IIB,
compartilhando pouca similaridade entre os aminoacidos nas sequéncias das duas
subunidades da proteina (BERGERAT et al., 1997; WANG, 2002). Resumidamente, as
topoisomerases da subfamilia do tipo 1IB, € a Topoisomerase VI de Sulfolobus shibatae
(reino Archea). Dentre as suas acgdes estdo a capacidade de relaxar o DNA DNA
superenovelado positivamente e negativamente, concatenar e decatenar moléculas de
DNA circulares na presenca de ATP e cations divalentes (BERGERAT et al., 1997).

1.2.5 DNA topoisomerases do tipo IIA

As enzimas DNA topoisomerases |IA sao consideradas essenciais a sobrevivéncia
dos organismos e suas fungdes vitais ndo podem ser totalmente complementadas pela
expressao de outras topoisomerases, mesmo considerando que ambas as classes
enzimaticas (tipo | e II) podem remover superenrolamentos do DNA. Por exemplo, foi
descrito que cepas da levedura Saccharomyces cerevisiae deficientes em Topo Il morrem
durante a mitose, demonstrando a importancia fundamental da acéo de Top Il para a
condensacao e segregacao dos cromossomos (GOTO; WANG, 1985). A incapacidade
das leveduras deficientes em Top Il passarem pela fase M do ciclo celular é justificada
pelo fato de que somente as Top Il sdo capazes de realizar a separagao de longas
moléculas de DNA entrelagadas (como ocorre com 0os cromossomos eucariéticos), assim
como de circulos de DNA interconectados (ou catenanos, como ocorre com O0S
cromossomos procariéticos e genomas mitocondriais). Essa separacédo € obrigatéria ao
final da replicagdo do genoma, pois garante a segregagao dos Cromossomos recem
replicados no momento da diviséo celular (GOTO; WANG, 1985).

Os vertebrados possuem duas isoformas de DNA topoisomerases do tipo I,
enquanto em leveduras e invertebrados apenas um gene foi identificado para esta
enzima. As isoformas presentes em mamiferos sao classificadas como Top lla e Top IIB.
Enquanto a expressao de Topo lla € mais restrita nas células em proliferagdo, com niveis
cerca de 2 a 3 vezes maiores em células com alta capacidade proliferativa do que em
células quiescentes e esse aumento é particularmente notavel durante a transicao G2/M.
Ja a isoforma Topo Il B € mais expressa em células quiescentes (AUSTIN et al., 2018).

Foi visto também que ambas as isoformas relaxam de forma mais eficiente o DNA
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superenrolado positivamente do que o superenrolado negativamente (MCCLENDON;
RODRIGUEZ; OSHEROFF, 2005). Estudos com roedores demonstraram também que, na
auséncia da enzima Topo |IB, camundongos mutantes ndo exibem fendtipos anormais ao
longo do desenvolvimento embrionario, todavia morrem ao nascer devido a danos
neuroldgicos, possivelmente causados pelo papel critico da Topo |1 na transcricao génica
nos tecidos neurais (LYU; WANG, 2003)

Quanto a estrutura, as DNA topoisomerases |l sdo sempre compostas por mais de
uma subunidade. As enzimas eucaridticas e de poxvirus (virus vaccinia) sao
homodiméricas, enquanto as bacterianas (DNA girase, topoisomerase |V e topoisomerase
VI) sdo tetrameros formados pela jungcdo de duas subunidades diferentes. Ja a
topoisomerase |l do bacteriéfago T4, por sua vez, possui trés subunidades distintas
(WANG, 1996). A DNA girase, dentre todas as DNA topoisomerases Il, € a Unica capaz de
utilizar a energia da hidrolise do ATP para introduzir superenrolamento negativo no DNA
(GELLERT et al., 1976).

As DNA topoisomerases do tipo [IA compartiham uma identidade de sequéncia
significativa ao longo de suas estruturas primarias e possuem uma histéria evolutiva
particular em que o gene que codifica a enzima eucariética (nuclear) surgiu de uma fuséo
entre os genes que codificam as duas subunidades diferentes das topo IIA procaridticas
(figura 6). Como os genes de todas as topoisomerases IIA eucariéticas descritas possuem
essa estrutura fusionada, é presumivel que a fusdo tenha ocorrido no ultimo ancestral

comum dos organismos eucariéticos (CHAMPOUX, 2001).

As bactérias geralmente expressam duas topoisomerases do tipo IlIA, a
topoisomerase IV e a DNA girase, que sédo altamente conservadas com relacdo as topo
IIA eucaridticas. As enzimas bacterianas funcionalmente ativas estdo envolvidas no
relaxamento, segregacao cromossdémica e no superenrolamento do DNA (CORBETT;
BERGER, 2003). A Topo IV é organizada como um tetramero composto por duas copias
de duas subunidades (ParE e ParC), que juntas formam o complexo ativo. A DNA girase
também se organiza de forma semelhante, formando um tetrdmero com duas copias de
cada uma das subunidades GyrA e GyB (NICHOLS et al., 1999).
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Com relagao a estrutura de dominios proteicos, as topoisomerases IIA eucariéticas
apresentam um dominio com atividade de ATPase na regido amino-terminal, um dominio
catalitico central de quebra e religacdo do DNA (“tower’ e C-gate) e um dominio carboxi-
terminal. Em bactérias, o dominio com atividade de ATPase e uma regido de ligagdo ao
Mg2+, denominada TORPIM estao contidos nas subunidades ParE e GyrB, enquanto o
dominio catalitico central e o dominio carboxi-terminal é representado pelas ParC e GyrA
bacterianas (figura 6). Esses dominios sao conservados em todas as DNA
topoisomerases do tipo |l descritas, incluindo enzimas bacterianas, fungicas e as
humanas (figura 7) (AUSTIN et al., 1993).

Dominio de Clivagem/Religagéao

f i
Dominio ATPase Tyr 782

C-terminal
s.corevisice N — |
1 410 660 1164 1428
Topo IV
1 ParE 630 1 ParCc 464 762
E. coli
DNA girase
1 GyrB 804 1 GyrA 505 875
550 719

Figura 6. Esquema representativo de comparacéao entre os dominios funcionais das DNA topoisomerases [IA
de E. coli e S. cerevisiae. Regido amino-terminal: dominio ATPase e TORPIM (subunidades ParE e GyrB).
Regido carboxi-terminal (subunidades ParE e GyrB). Fonte: Adaptado de Champoux (2001).

Todas as DNA topoisomerases do tipo IIA compartilham alta similaridade entre as
suas sequéncias de aminoacidos e variam significativamente apenas em uma regido com
cerca 170 residuos de aminoacidos situada na regido N-terminal GyrB e em outra,
correspondente ao dominio carboxi-terminal (SHAIU; HU; HSIEH, 1999). Nos vertebrados,
as Topo lIB compartiiham cerca de 68% dos aminoacidos com as DNA Topo lla, porém
essa identidade ndo € distribuida uniformemente ao longo da estrutura primaria. Neste
contexto podemos dizer que uma parte da enzima € altamente conservada (dominios N-
terminal e centrais), compartilhando 78% de identidade, enquanto o dominio C-terminal
compartilha apenas 37% dos residuos de aminoacidos, sendo essa regido bem menos

conservada (figura 7). A sequéncia divergente do dominio C-terminal sugere o
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desempenho de atividades diferenciadas entre as duas isoformas, tanto in vitro com in
vivo (AUSTIN et al.,, 1995). Foi também verificado que o dominio C-terminal s6 vai
apresentar similaridades de sequéncia em espécies relacionadas, caracterizando esse
dominio como espécie especifica. As sequéncias geralmente contidas nesta regido das
DNA Top IlA sao responsaveis por diferentes papéis na célula, como o enderecamento
celular, visto que essas proteinas podem ser nucleares ou mitocondriais. Esse dominio
parece também estar envolvido na interagcdo com outras proteinas (SHAIU; HU; HSIEH,
1999). Curiosamente, nas girases bacterianas a regidao capaz de envolver o segmento do
DNA e introduzir um superenrolamento negativo esta localizada no dominio C-terminal da
GyrA (SENGUPTA et al., 2005).

2000 aa
RPxxYIGS GxGxP G-loop PL{R/KJGK YKGLG Y
/ EGDSMMTDO
! l
ATPase Breakage-Reunion CTD
TOPRIM DNA-binding

Figura 7. Representagao esquematica da organizagdo dos dominios funcionais da topoisomerase I3
humana. O dominio ATPase é demonstrado em vermelho, o dominio de religagdo do DNA em verde e o
dominio C-terminal em azul (CDT). TOPRIM: Dominio topoisomerase-primase. As setas indicam as
posicdes aproximadas dos motivos funcionais conservados. Fonte: West e colaboradores (2000).

1.2.6 Ciclo catalitico das DNA topoisomerases do tipo lIA

A atividade ATPasica das topoisomerases do tipo Il reside no seu dominio N-
terminal e foi confirmada em espécies distantes, como bactérias, tripanossomatideos e
também para a DNA topoisomerase lla humana (SENGUPTA et al., 2005). Os passos que
compde a acdo completa das DNA Top Il envolvem um ciclo catalitico que se inicia com a
ligacdo do ATP ao dominio ATPase. A presenca do ATP leva a dimerizacdo deste
dominio e ao fechamento da porgdo amino-terminal da proteina. Inicialmente o movimento
produzido nesta regido conduz a uma série de mudangas conformacionais que, em
seguida, promovem a passagem e liberagdo da molécula de DNA (figura 8) (BERGER et
al., 1998).
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Assim como as topoisomerases do tipo |, as do tipo Il possuem uma seletividade
por uma sequéncia relativamente relaxada, o que permite sua acdo em multiplos locais no
genoma. No entanto, o dimero enzimatico se liga preferencialmente a regides de
cruzamento do DNA (DNA superenrolado, formando ndés ou catenanos). Berger e
colaboradores (1998), com base em dados de microscopia eletronica e cristalografia de
raio X, propuseram as linhas gerais para o mecanismo de agao da topoisomerase |l de
levedura e da DNA girase bacteriana observado na figura 8. Neste modelo os dois
segmentos do DNA que participam da reacao sao definidos como segmentos “G” e “T” de
forma a facilitar o entendimento dos eventos da reagao. Assim, G é o segmento “gate”
(portal) que sera clivado pela enzima para possibilitar a passagem do segmento T
(transportado) através do complexo enzima-DNA clivado, sendo que o segmento T pode
ou nao fazer parte da molécula clivada (no caso de fazer parte, € um segmento que se
encontra distante do local de clivagem). De forma sucinta, os passos reacionais do ciclo
catalitico terdo inicio com a ligacdo do ATP, promovendo uma mudanga conformacional
na enzima, de uma forma aberta para uma bragadeira fechada (figura 8, etapas 1 e 2). Na
presenca de M92+, os residuos de tirosina presentes nos sitios cataliticos de cada
mondmero da enzima atacam e rompem duas ligagdes fosfodiéster separadas por quatro
pares de bases de distancia e em filamentos opostos do segmento G de DNA, tornando a
enzima covalentemente ligada as extremidades 5 da fita de DNA clivada. Assim o
segmento T pode entdo ser passado pelo espago aberto deixado pela clivagem do
segmento G (figura 8, etapas 3 e 4). Apds a passagem do segmento T, 0 mesmo é
liberado e as extremidades clivadas do segmento G sao religadas dentro do complexo da
topoisomerase |l (figura 8, etapas 5 e 6). Em seguida ocorre a hidrolise do ATP, que
converte o complexo a sua forma inicial de bragadeira aberta e permite que ocorra a
liberagdo do segmento G (figura 8, etapa 6). Assim podemos dizer que o fechamento e a

abertura da bracadeira na enzima sao acoplados a hidrolise de ATP.
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Figura 8. Representagdo esquematica do mecanismo de agao proposto para as DNA topoisomerases
tipo llA. (1 e 2) A enzima se liga a um DNA dupla fita (segmento G) na regido que contém o dominio de
clivagem e religacao; (3) Uma segunda molécula de DNA dupla fita (segmento T) se liga a enzima e a
ligagdo de um ATP e promove a dimerizagdo dos dominios ATPase, que consequentemente levam a
clivagem do segmento G e o transporte do segmento T pelo espago gerado; (4) O segmento T fica retido no
espago oposto correspondente a porgao C-terminal do dominio de clivagem; (5) O segmento G é religado e
o segmento T € liberado a partir da mudanga conformacional da enzima. Fonte: Adaptado de Pommier e
colaboradores (2010).

1.2.7 Acgao biolégica das DNA topoisomerases na célula

As atribui¢cdes funcionais das DNA topoisomerases sé podem ser provisoriamente
definidas dependendo do estado topoldgico que os cromossomos vao se encontrar em
diferentes organismos, isto €, nos processos celulares que envolvem o metabolismo do
DNA na célula. Embora geneticamente seja demonstrado uma sobreposi¢cao de fungao
entre as topoisomerases do tipo Il, cada isoforma parece otimizada para desempenhar
seu proprio conjunto de manipulagdes topoldgicas, principalmente, na replicagao,

transcricao e recombinagcédo do DNA (VOS et al., 2011)

1.2.8 Funcao das topoisomerases Il na replicagao

Dentro os eventos que dependem da agao das topoisomerases, a replicagao (figura
9 A) é o mais conhecido, por gerar o superenrolamento do DNA durante o deslocamento
das forquilhas de replicagdo. Se considerarmos que uma vez que a maquinaria de
replicacdo fosse impedida de girar ao redor do DNA ao longo da replicagcao
semiconservativa, superenrolamentos positivos sdo gerados a frente da forquilha de
replicagcao e atras a forquilha tende-se a se tornar cada vez maiores (figura 9 B) (COOK,

1999). Neste cenario, as topoisomerases do tipo Il e do tipo IB s&o cruciais para promover



54

o relaxamento dessas estruturas, atuando no relaxamento dos superenrolamentos

positivos a frente da maquinaria da replicagao (WANG, 1996).

Uma vez que a maquinaria de replicagdo pode girar ao redor do eixo do DNA, os
superenrolamentos positivos formados a frente da forquilha podem ser reorganizados
atras desta regidao, ocasionando o entrelagamento do par de fitas duplicadas ou a
formacgao de novos superenrolamentos positivos nesta regiao (figura 9C) (WANG, 2002).
Postow e colaboradores (2001) descreveram que, no modelo de replicagdo citado
anteriormente, as topoisomerases do tipo Il podem atuar atras da forquilha de replicacéao,
realizando a remocado do entrelagamento das duplas fitas recém sintetizadas. As
topoisomerases do tipo Il e do tipo IB participam de forma ativa na elongacado da
replicacdo, enquanto que as do tipo IA sdo menos necessarias, pela atuagcdo mais restrita,
pois agem apenas na remoc¢ao de superenrolamentos positivos onde houver uma regiao
de fita simples clivada (WANG, 1996).

Nos procariotos, como E. coli, o superenrolamento negativo nos cromossomos,
pela acédo da DNA girase em combinagdo com atividade das proteinas E. coli Muk s&o
essenciais para condensagao cromossdmica e divisao celular de forma adequada
(HOLMES; COZZARELLI, 2000). Numa outra descri¢ao, também foi observado que além
do seu papel de decatenagdo na replicagdo, a DNA topo IV, também promove o
relaxamento de superenrolamentos negativos na célula (ZECHIEDRICH et al., 2000).
Implicando assim, as topoisomerases IV e | em atividades que promovem o
superenrolamento excessivo da DNA girase (TSE-DINH, 1998). Entédo a participacédo das
topoisomerases |, IV e Girase, juntas, definem o nivel do estado estacionario de
superenrolamentos negativos que sdo necessarios para o inicio da replicacdo e da

transcricado em pelo menos alguns dos promotores (ZECHIEDRICH et al., 2000).
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Figura 9. Atuagido das DNA topoisomerases na replicagao. (A) Esquema geral da forquilha de replicagéo
incluindo a maquinaria de replicagdo envolvida no processo. (B/C) Problemas topoldgicos associados com a
elongacao da forquilha de replicacdo. SSB: proteina ligadora de fitas simples. A barra em azul representa a
maquinaria de replicacdo em movimento. Fonte: Champoux (2001).

Estudos em diferentes organismos suportam os eventos da replicagdo descritos
anteriormente. Por exemplo, na levedura Saccharomyces cerevisiae a etapa de
elongacgado da replicacdo tem participagdo tanto da topoisomerase IB quanto do tipo lIA
(KIM; WANG, 1989). Também foi descrito que o papel da Top IB é dispensavel para o
crescimento celular em S. cerevisiae e S. pombe, enquanto a agcao da topoisomerase [IA
€ fundamental para decatenar os cromossomos e prepara-los para mitose (HOLM et al.,
1985). Ambas as isoformas humanas (Top lla e Top lIB) sdo essenciais na mitose de
leveduras, uma vez que a Top lla demonstrou-se capaz de recuperar o potencial de
proliferacdo em cepas de levedura que carregam uma mutagao sensivel a temperatura no
gene que codifica a isoforma Top II (MECZES et al., 1997). No entanto em células
embrionarias de camundongos somente a isoforma a é capaz de exercer fungdes
essenciais aos eventos mitéticos, sua deple¢ao causa divisdo nuclear incompleta seguida
por citocinese forcada (AKIMITSU et al., 2003). Em outro estudo, camundongos
completaram o desenvolvimento intrauterino na auséncia do gene top2b, mas morreram
logo apds o nascimento por falta de inervagcédo no diafragma. Os axénios motores desses
animais apresentaram falhas no contato com o musculo esquelético, enquanto os axdnios
sensoriais possuiam defeitos ao entrar na medula espinhal. Tais efeitos sugerem um
papel maior dessa isoforma em eventos transcricionais (YANG et al., 2000). E podem ser
implicados na participagao de Top I no reparo do DNA (POPANDA, THIELMANN 1992).

Acredita-se que esta isoforma tenha envolvimento na expressdo génica, especialmente
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em células nado proliferantes como os neurdnios. Tendo em vista que estudos ja
demonstraram que a DNA topoisomerase do tipo Il eucaridtica pode formar complexos
com proteinas envolvidas na expressao génica (KOBAYASHI, ADACHI, KOYAMA, 1998)
e remodelacéo da cromatina (VARGA-WEISZ et al., 1997)

Estudos no peixe zebra Danio rerio demonstraram que a Top lla codificada
maternamente permite o desenvolvimento inicial antes da transigcdo “mid-zygotic’ e
também que seus niveis transcricionais sdo mantidos apos este ponto. Nesses estagios,
foi ainda observado que o papel funcional do gene da Top lla ndo pode ser substituido ou
compensado pelo gene da Top I (SAPETTO-REBOW et al., 2011). Também em D. rerio
um estudo mostrou um mutante para o gene top /I8 apresenta danos na segmentacgao de
neuritos para camada plexiforme interna, o que acarreta alteracbes na orientagdo dos
axbnios para a retina (NEVIN et al., 2011), implicando assim o papel do gene top /I8
durante o desenvolvimento neural. Em D. melanogaster, um organismo com apenas uma
isoforma da enzima, as atividades exercidas pela das DNA topoisomerase |l sao
essenciais a todas as células, independente da especializacdo. Nesses insetos, foi
verificado que ao longo do ciclo celular a DNA topoisomerase |l é responsavel pela
separacao das moléculas de DNA recém duplicados concatenados, contribuindo também
para o relaxamento do DNA durante a transcricdo e outros processos celulares
(OSHEROF; SHELTON; BRUTLAG, 1983).

1.2.9 Funcao da DNA topoisomerase Il na transcrigao

Da mesma forma que na replicagao, a transcrigdo promove alteragdes na topologia
do DNA. Uma vez que uma RNA polimerase em movimento produz superenrolamento
positivo a frente e superenrolamento negativo atras da bolha de transcricdo. E importante
mencionar que essas alteracdes causadas pela superenrolamento do DNA podem levar a
mudancas significativas na expressao génica. Outra situacao, € que o DNA superenrolado
tem maior propensdo de formar hibridos de RNA-DNA estaveis (loops-R) do que os
duplex relaxados (VOS et al.,, 2011). A formacdo dessas estruturas pode inibir o
crescimento das células e também levar a instabilidade gendémica por prorrogar os garfos
de replicagéo e promover quebras do DNA em genes que podem ser altamente transcritos
(TUDURI et al., 2009).
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As topoisomerases dos tipos IA e IB tém sido implicadas na remocao de
superenrolamentos negativos, suprimindo a formagéo de loops-R (TUDURI et al., 2009). A
por¢cao C-terminal das topo IA de E. coli interage diretamente com a RNA polimerase,
essa interagao pode ajudar a recrutar a topo IA para o superenrolamento negativo. As
topoisomerases IB favorecem o relaxamento do superenrolamento positivo a frente do
local de transcrigdo das polimerases. Assim como as topo IB desempenham um papel
crucial na transcricao eucariética, as topo IV e DNA girases realizam essa fungao nas
bactérias (ZECHIEDRICH et al., 2000). E dificil estabelecer uma ligacdo direta entre a
atividade das DNA topoisomerases e o processo de transcricdo in vivo, devido as
multiplas fungdes da enzima e da complexidade experimental, geralmente os estudos in
vitro conseguem fazer melhor esta relagdo. Onde ja foi observado que a transcrigcdo de
diversos genes pela RNA polimerase Il é sensivel a inibicdo da DNA topoisomerase |l em
cultura de linfécitos B (COLLINS; WEBER; LEVENS, 2001).

Em outra perspectiva, as topoisomerases sao associadas a processos especificos
inerentes a transcricao, como a ativagao ou repressao de promotores especificos ou no
remodelamento da cromatina. Em S. cerevisiae, por exemplo, a inativagdo de topo 1B
promove a acetilacdo e metilacdo especifica em histonas, que levam ao aumento da
transcricdo génica em regides proximas dos teldmeros (LOTITO et al.,, 2008). Durand-
Dubief e colaboradores (2010) em experimentos realizados com S. pombe apresentaram
evidéncias de que a top IB exerce influéncia na montagem dos nucleossomos em
determinadas regides promotoras. Por fim, essas descricdes sugerem que a DNA
topoisomerase Il, em associagdo com outros fatores, promove alteragdes na topologia do

DNA e garante assim que a transcrigao ocorra de forma adequada.

1.2.10 Inibidores de DNA topoisomerases do tipo Il

Devido aos importantes papéis desempenhados pelas topoisomerases do DNA,
tais enzimas sdo constantemente empregadas como alvos moleculares para o
desenvolvimento de inibidores farmacolégicos sejam para estratégias terapéuticas em
diversos tipos de cancer ou como alvos para agentes bactericidas e antiparasitarios
(CHEESMAN, 2000; D'ATANASIO et al.,, 2020; KOLARIC; ANDERLUH; MINOVSKI,
2020). Aléem da importancia em fungdes vitais basicas, a escolha dessas enzimas como

alvos moleculares deve-se também ao fato de que a expressao génica das DNA
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topoisomerases costuma ser mais elevada em tumores ou tipos celulares com alta taxa
proliferativa (CHEESMAN et al., 1994).

Os inibidores de topoisomerases do tipo IIA sdo por vezes descritos como
“venenos de topoisomerases” e de acordo com seus mecanismos de acdo podem ser
divididos em duas classes, sendo os de primeira classe aqueles que atuam através da
estabilizacdo do complexo covalente (complexo enzima-DNA, comumente descrito como
Top2cc — Top2 closed complex) e os de segunda classe aqueles que agem inibindo
diretamente a formacdo de complexos covalentes (TOPCU, 2001). Com relagdo ao
primeiro grupo de inibidores, que estabilizam o Top2cc, a interagcdo covalente estabilizada
€ a que envolve uma extremidade 5’ PO* do DNA e o principal residuo de tirosina do sitio
ativo da enzima. O complexo Top2cc estabilizado pelo inibidor promove quebras na
estrutura do DNA ligado a enzima, principal causa para a ocorréncia de danos
persistentes no DNA e da citotoxidade desses inibidores (NITISS; BECK, 1996;
BANDELE; OSHEROFF, 2008; DE CAMPOS NEBEL, PALMITELLI, GONZALEZ-CID et
al., 2017).

Podemos classificar os principais inibidores de DNA topoisomerse Il com atividade
antitumoral com base na sua interacdo com essa enzima. Dessa forma os inibidores
etoposideo (VP-16) (figura 8, inibicao dos passos 4 e 5; figura 10), teniposideo (VM-26),
ansacrina (m-AMSA) e asantraciclinas atuam inibindo a religacdao do complexo Top2cc,
enquanto os inibidores dos grupos das elipticinas, das isoflavonas, das azatoxinas e das
quinolonas promovem a estabilizacdo e formacdo dos complexos Top2cc (figura 8,
inibicdo dos passos 2 e 4) (FORTUNE; OSHEROFF, 2000). De forma que os diferentes
inibidores atuam cessando o ciclo catalitico enzimatico, impedindo assim o curso da
reagcao. Até mesmo a cinética de religacdo e formacédo dos Top2cc na presenga dos
inibidores podem variar de lenta, como no caso da doxorrubicina (uma antraciclina, figura
8, inibicao dos passos 1 e 4), a muito rapida, como nos casos do etoposideo, da
ansacrina e da elipticina (LONG; MUSIAL; BRATTAIN, 1985; ZWELLING et al., 1981).
Outro ponto importante a ser mencionado € que ao inibir as DNA topoisomerases IlA, as
moléculas em questdo podem ndo sé produzir quebras de fita dupla do DNA (DSBs -
Double-Strand-Breaks), mas também quebras de fita simples (SSBs -Single-Strand-

Breaks). Alguns estudos realizados no final da década de 80 observaram que as
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elipticinas produzem quase sempre DSBs, enquanto que para outros inibidores foi
observado um padrao diferente, no qual o etoposideo e a ansacrina produzem entre 7 e
20 SSBs por DSB, enquanto as antraciclinas tendem a produzir uma proporcao
semelhante de SSBs e DSBs. Essas caracteristicas sao consideradas essenciais para
determinagdo da citotoxidade desses inibidores (LONG; MUSIAL; BRATTAIN, 1985;
POMMIER et al., 1984; ZWELLING et al., 1981).

OH

H,e”

Figura 10. Estrutura quimica do etoposideo (VP-16-213): Inibidor semi-sintético de DNA topoisomerases
Il empregado na quimioterapia de varios tumores. Fonte: Drugbank (cédigo: DBO00773;
https://www.drugbank.ca/).

Os antibioticos que atuam como inibidores de topoisomerases IIA afetam as células
bacterianas de diversas formas, agindo de forma efetiva sobre o grau de
superenrolamento do DNA e promovendo um impacto consideravel sobre a expressao
génica. Em geral, com respeito a DNA girase, esses inibidores demonstram
especificidade para a subunidade GyrA ou para a GyrB (CHAMPOUX, 2001). Podemos
apontar a subunidade GyrA como alvo das quinolonas (ofloxacina, norfloxacina,
perfloxacina e ciprofloxacina), enquanto que a subunidade GyrB é fortemente inibida
pelas coumarinas, tendo a novobiocina como agente com efeito mais pronunciado entre
as demais. Além disso, os mecanismos de acdo apresentados por estes antibidticos
também diferem com relacao ao sitio de interacdo na enzima. Enquanto as quinolonas
bloqueiam a clivagem e a religacdo das cadeias do DNA, a novobiocina, apesar de nao
apresentar semelhanga estrutural ao ATP, compete com este pelo sitio de ligagdo na
proteina. Dessa forma, ao bloquear o acesso ao ATP, a novobiocina atua reduzindo a

afinidade da enzima pelo seu cofator na reacdo (COZZARELLI, 1980).
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As topoisomerases IIA vém sendo também consideradas como um importante alvo
para o planejamento de farmacos antiparasitarios desde a década de 1990 (BURRI;
BODLEY; SHAPIRO, 1996; CHEESMAN, 2000). Uma das primeiras classes de
compostos que demonstraram potencial antiparasitario contra Plasmodium falciparum
foram os derivados da 9-anilinoacridina, substancia conhecida por apresentar atividade
antitumoral pela inibicdo da topoisomerase [IA (CHAVALITSHEWINKOON et al., 1993).
Desde entdo, tendo como base a ansacrina (m-AMSA), muitos analogos desse inibidor
foram sintetizados e avaliados como potenciais agentes antiparasitarios, tanto in vitro
quanto em ensaios clinicos avangados (FU; XIAO, 1991). A pironaridina (uma 9-anilino-
aza-acridina), por exemplo, inibe a atividade de decatenacéo da topoisomerase IIA em P.
falciparum (AUPARAKKITANON; WILAIRAT, 2000).

As epipodofilotoxinas formam um grupo de inibidores de topoisomerases Il, que
inclui os ja mencionados etoposideo (VP16) e teniposideo (VM26), que sédo empregados
clinicamente na terapia de diversos tipos de tumores. Além de serem potentes
medicamentos antitumorais, existem também evidéncias de que as propriedades
inibitérias dessas substancias podem vir a ser aplicadas também a parasitos (KELLY;
MCROBERT; BAKER, 2006; MESLIN et al., 2007). Por exemplo, um estudo realizado
ainda da década de 90 demonstrou a eficacia do etoposideo em ensaios com P.
falciparum, onde o tratamento do parasito durante sua fase sanguinea resultou em lesées
do DNA nuclear e também no DNA do apicoplasto, com inducédo da perda da viabilidade e
morte celular (WEISSIG; VETRO-WIDENHOUSE; ROWE, 1997). Estudos posteriores
evidenciaram também que o tratamento de P. falciparum com etoposideo induz um

processo de morte celular muito semelhante a apoptose (MESLIN et al., 2007).

Embora os mecanismos que regem os efeitos citotoxicos causados pelos inibidores
das DNA topoisomerases nao estejam totalmente esclarecidos, os danos diretos no
metabolismo de DNA sao claramente os principais fatores associados a morte celular. De
uma forma geral, a formagdo dos complexos inibidor-DNA-enzima bloqueia os
movimentos das forquilhas de replicacdo e transcricdo e a separagao dos cromatides-
irmas apos a replicagao. Além disso, os inibidores promovem um acumulo de DBSs e

SSBs que podem levar a parada do ciclo celular e morte celular programada.
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Contudo as topoisomerases do DNA sdo bons alvos moleculares, uma vez que
suas atividades estdo envolvidas no desenvolvimento (metamorfose) e manutencgéo
celular de diferentes organismos, implicando seu papel nos processos que requerem
intensa divisdo celular. Nesse sentido o presente trabalhalho fez uma caracterizacao
estrutural e funcional da DNA topoisomerase Il do mosquito Ae. aegypti, identificando
possiveis pontos seletivos na interacao da proteina do inseto com o inibidor classico
etoposideo in silico, assim como uma analise funcional detalhada dos efeitos do inibidor

na fase larval e nas células de Ae. aegypti através de diferentes metodologias.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar a estrutura e as fungbes da DNA topoisomerase Il no vetor Aedes
aegypti, investigando seus papéis na proliferacdo e morte celular, bem como sua

importancia para biologia do mosquito.

2.2 Objetivos Especificos

¢ |dentificacao e analise filogenética da sequéncia completa do gene da DNA
topoisomerase Il de Ae. aegypti,

e Caracterizar a estrutura da DNA Topoisomerase Il de Ae. aegypti, através de
modelagem comparativa e do docking molecular entre o modelo da enzima e o
inibidor etoposideo (VP-16-213);

e Determinar, através de RT-qPCR, o perfil de expressédo génica da DNA
topoisomerase Il nos estagios de desenvolvimento e nos érgaos do mosquito
adulto Ae. aegypti,

¢ Investigar a expressao espacial do mRNA da enzima DNA topoisomerase Il no
ovario de fémeas de Ae. aegypti através de hibridizagao in situ;

o Verificar a atividade larvicida e formacao de pupas, através do bioensaio com
larvas expostas ao inibidor etoposideo;

¢ Analisar a sobrevivéncia, proliferacdo e morfologia das células Aag2 de Ae.
aegypti tratadas com etoposideo;

e Avaliar o perfil de morte celular das células Aag2 tratadas com etoposideo
através da marcacao com anexina-V e iodeto de propideo e analise da
fragmentacédo do DNA internucleossomal.

¢ Investigar os efeitos do etoposideo no ciclo celular de das células Aag2 através
citometria de fluxo.

e Determinar in vitro o efeito do etoposideo na atividade de decatenacao do

extrato nuclear das células do mosquito Ae. aegypti.



64

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Manutencgao da colonia de mosquitos Aedes aegypti

Os protocolos experimentais e animais utilizados para alimentagdo dos mosquitos
recebeu aprovagdo e concordancia da Comissdo de Etica e Uso de Animais de
Experimentagao (CEUA) da Universidade Federal do Rio de Janeiro/Campus Macaé, sob

o numero de referéncia MAC002.

Os mosquitos Aedes aegypti da linhagem Rockefeller foram mantidos no insetario
do Laboratdrio Integrado de Bioquimica Hatisaburo Masuda- LIBHM, na UFRJ/Campus
Macaé, em um ciclo de 12 horas claro/12horas escuro, com umidade relativa de 60-70% a
28 °C. Os adultos eram mantidos confinados em potes plasticos medindo 25 x 20 cm de
diametro, alimentado com solugdo de sacarose 10% ad libitum. As fémeas adultas
realizavam o repasto sanguineo a cada 7 dias em camundongos da linhagem Swiss. As
larvas dos diferentes estagios do mosquito eram mantidas em bandejas medindo 45 x 25
cm de didmetro com agua destilada, acrescida de aproximadamente 500 mg de racdo de
roedores triturada, totalizando aproximadamente 100 larvas por bandeja nesta

manutencéo.
3.2 Bioensaio de atividade larvicida com inibidor etoposideo

3.2.1 Curva de sobrevivéncia/mortalidade

O bioensaio foi realizado em placa de 6 pocos, com 20 larvas de segundo estagio
por poco, em um volume final de 6,5 mL por ensaio. O bioensaio foi realizado nas
concentragdes de 50, 100, 150 e 200 uM de etoposideo (VP-16-213; Sigma-Aldrich) em
triplicata, totalizando 60 larvas para cada teste na observagcdo. Foram feitos dois
controles, sendo um com 0,2% do veiculo (dimetilsulfoxido - DMSO) em agua destilada e
outro com apenas agua destilada, ambos acrescidos de racdo de roedor. A sobrevivéncia
das larvas foi avaliada em intervalos de aproximadamente 24 horas (a cada dia) com
auxilio de microscopio estereoscépico (lupa). As larvas sem movimento foram
consideradas mortas, contabilizadas e retiradas do teste. A observagdo do ensaio teve

duracao de 10 dias, onde também foi avaliada a taxa de formacao de pupas até o fim do
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experimento (10° dia). A formagao de pupas por concentragao do inibidor foi normalizada
em porcentagem, tendo como referéncia o valor de 100% para o controle com DMSO. Os
dados de sobrevivéncia/mortalidade foram plotados em um grafico do tipo Kaplan-Meier e
as curvas foram comparadas empregando os testes de Mantel-Cox (com p < 0,0001) para
verificacdo de diferenga significativa entre elas e o teste de Gehan-Breslow-Wilcoxon
(com p < 0,0001) para verificagado de tendéncia ou efeito de dose. A analise foi feita com o

programa GraphPad Prism® 6 (versao 6.01; GraphPad Software, Inc.).

3.2.2 Analise morfolégica das larvas expostas ao etoposideo

Para avaliagado dos efeitos morfolégicos ao longo do tratamento foi realizado um
bioensaio utilizado um numero de 5 larvas de 2° estagio por pogo, em placa de 12 pogos,
com volume final de 2,5 mL por teste (este protocolo foi estabelecido para otimizar a
quantidade do inibidor utilizada no ensaio). Com o intuito de analisar as alteragdes
morfoldgicas promovidas pela inibicdo da enzima DNA topoisomerase Il, as larvas foram
expostas as concentracées de 50, 100 e 200 uM de etoposideo (VP-16-213), sendo
comparadas com um controle contendo 0,2% do veiculo (DMSO). Os registros das
alteracbes morfolégicas nas larvas foram feitos a partir do 8° e até ao 15° dia de

observagao, em microscopio estereoscopico, modelo M205FA (Leica).

Durante os bioensaios, as solugdes de tratamento com inibidor foram repostas com
aproximadamente 5 dias, assim como a adi¢cao de racdo triturada quando necessario,
garantindo assim a fonte de alimento das larvas e a viabilidade e disponibilidade do
inibidor ao longo do ensaio. A placa do ensaio foi mantida sem a tampa e inserida em
uma camara Umida para minimizar a evaporacdo dos meios durante todo periodo do

bioensaio.

O experimento foi realizado em triplicata, duas vezes de forma independente, e as
imagens selecionadas representam qualitativamente o perfil dos efeitos morfolégicos nas

larvas tratadas em relacdo ao controle.
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3.3 Analise de expressao relativa por RT-PCR quantitativo em tempo real (RT-
qPCR)

3.3.1 Desenho dos oligonucleotideos iniciadores para RT-qPCR

As sequéncias de Ae. aegypti para o gene da enzima DNA topoisomerase Il e para
gene da proteina ribossomal S7-RPS7 (gene de referéncia/controle enddégeno) foram
obtidas por meio de busca em bancos de dados publicos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ e
https://www.vectorbase.org/). Os oligonucleotideos iniciadores para uso em RT-qPCR
foram elaborados utilizando o software Primer3 (http://primer3.wi.mit.edu/, v. 4.1.0). Os
pares de oligonucleotideos foram desenhados de forma a estarem posicionados em
exons diferentes, possuirem uma temperatura de anelamento (Tm) de aproximadamente
62 °C, um conteudo de GC de aproximadamente 50% e possuirem produtos previstos
para cada técnica a ser realizada (descricdo do pb quadro 2). Posteriormente, as
sequéncias obtidas foram analisadas na ferramenta Oligo Analyzer Tool
(http://idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer/, Integrated DNA Technologies - IDT), para
garantir a auséncia de formacdo de estruturas em grampo, de homodimeros e
heterodimeros. As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores confeccionados estao

representadas no quadro 2.

Quadro 2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados.

Gene alvo e uso Oligonucleotideo iniciador (5’ — 3’) Amplicon (pb)
DNA topoisomerase II: Senso- ATTGGATCTCAGGTCAAGGTG 147
RT-qPCR Antissenso- GGTAATGTAGTCTACGTGGCG
. Senso- ACCGCCGTCTACGATGCCA
S7: RT-qPCR Antissenso-ATGGTGGTCTGCTGGTTCTT 130
DNA topoisomerase II: Senso- ggccgcggCAGCTTTCGCTGCGCAGAAT 500
Hibridizagao in situ Antissenso- cccggggcAGATGTTACACAACTTGGCACCG
Oskar: Hibridizagao in Senso- ggccgcggCTGGTCCTCGGGACAAGTTC 520
situ (controle positivo) Antissenso- cccggggcAGCGGTAAAAGGGTGGTTAG
Adaptadores universais Senso- GAGAATTCTAATACGACTCACTATAggccgegg .
para promotor de T7 Antissenso- GGGATCCTAATACGACTCACTATAGGcccgggge

Os trechos de anelamento com os oligonucleotideos adaptadores universais estdo representados em letras
minusculas.
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3.3.2 Extragao de RNA e sintese de cDNA

O RNA total de Ae. aegypti foi extraido dos diferentes estagios larvais, pupas, ovos
(5 dias apés a postura) e de fémeas adultas de 7 dias. Para as fémeas adultas, individuos
alimentados apenas com sacarose ou apos 48 horas da alimentagdo sanguinea foram
dissecados e o RNA foi obtido a partir de amostras do corpo gorduroso, do intestino e dos
ovarios, utilizando cerca de 10 dissecdes na obtengao da amostra total. O tempo de 48
horas apds o repasto sanguineo foi selecionado por ser o periodo em que um numero
consideravel de transcritos variam seus niveis de acumulo apds a ingestdo de sangue no
mosquito em questao (DISSANAYAKE et al., 2010). Em todas as condigcdes o RNA total
foi extraido utilizando reagente TRIzol® (Invitrogen) e seguindo as instrucdes de uso
fornecidas pelo fabricante. Apds a extracdo do RNA total realizou-se a dosagem das
amostras por espectrofotometria a 260 nm no espectrofotdbmetro de pequenos volumes
Nanodrop™ 2000C (Thermo Scientific). Foi padronizada uma quantidade de 1ug de RNA
para sintese de todos os cDNAs. A sintese do cDNA foi realizada utilizando o kit de
transcricao reversa High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems),
segundo instrugdes fornecidas pelo fabricante, para um volume final de 20 uL de reacgéo
(2 pL do tampéo RT Buffer 10%, 0,8 uL de dNTP (100 mM), 2 uL de oligonucleotideos
randémicos (RT Random Primers 10x) e 1 uL da enzima MultiScribe™ Reverse
Transcriptase), utilizando as seguinte condigbes na sintese: 10 minutos a 25 °C, 120

minutos a 37 °C e 5 minutos a 85 °C.

3.3.3 Determinacgao da eficiéncia de amplificagao dos oligonucleotideos
iniciadores

Apo6s a obtengao do cDNA, a eficiéncia da amplificagao experimental em relagdo ao
conjunto de oligonucleotideos iniciadores para o cDNA do gene alvo (DNA topoisomerase
Il de Ae. aegypti) foi testada com as seguintes diluigdes do cDNA: 1:10, 1: 100, 1:1.000 e
1:10.0000. A curva de eficiéncia do gene normalizador S7 nao foi incluida nesta sessao

por ser uma condigao experimental muito bem estabelecida no laboratério em questao.

Cada reacao de RT-gPCR continha 15 uL de volume final, com 5 puL de cDNA
diluido, 7,5 L do reagente SYBR®Green (Master Mix - Applied Biosystems) e 0,75 pL de

cada oligonucleotideo iniciador (concentracdo final de 250 nM). As reagdes foram
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realizadas em um termociclador modelo StepOnePlus™ (Applied Biosystems) usando as
condigbes de RT-qPCR recomendadas pelo fabricante (20 segundos a 95 °C, seguido por

40 ciclos de 95 °C por 1 segundo e 20 segundos a 60 °C).

As curvas padrao foram obtidas por regressao linear empregando a média dos
valores de Cq obtidos em triplicata para cada uma das diluicbes seriadas. A partir da
curva, foi determinado diretamente o coeficiente angular e o coeficiente de correlagéo

(R?). A eficiéncia de amplificacdo foi obtida pelo emprego da férmula —1+1Q(eoeficiente

angulan - Foram considerados adequados conjuntos de oligonucleotideos iniciadores com
eficiéncia de amplificacdo superior a 90% (demonstrado no grafico representativo na

figura 11).
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Figura 11. Ciclo de quantificagdo DNA topoisomerse Il: Curva padrdo do ciclo de quantificagdo (Cq
médio) para o conjunto de oligonucleotideos selecionados para avaliagdo da expressdo relativa nas
amostras de cDNA de Aedes aegypti do presente estudo. A area do grafico exibe a equacao da reta com o
valor de R?, E = eficiéncia do par de oligonucleotideos e Ea = Eficiéncia da amplificagdo. A analise foi
realizada no programa Excel (v. 16.0).

4.3.4 RT-qPCR para avaliagao da expressao relativa

Para a amplificacdo em tempo real do cDNA, cada reacdo de RT-gPCR continha
15 L de volume final, com 5 pL de cDNA na diluicdo de 1:10, 7,5 L de SYBR®Green
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(Master Mix — Applied Biosystems) e 0,75 pL de cada oligonucleotideo iniciador
(concentracéo final de 250 nM). O gene da proteina ribossomal S7 (RPS7) foi utilizado
como controle endégeno da reagao (sequéncia dos oligonucleotideos na tabela 2). As
reagdes foram realizadas em um termociclador modelo StepOnePlus™ (Applied
Biosystems) usando as condi¢des de qPCR recomendadas pelo fabricante (20 segundos
a 95°C, seguido por 40 ciclos de 95°C por 1 segundo e 20 segundos a 60 °C). A
ciclagem convencional era seguida por um passo de aumento gradual da temperatura,
com inicio a 45 °C com aumentos crescentes de 0,2 °C por segundo, para obtencéo de
uma curva de desnaturagao (melting) do produto formado, de forma a verificar que um

unico produto foi amplificado.

O método de AACt comparativo (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) foi utilizado na
analise das amostra obtidas de fémeas do mosquito alimentadas com sacarose e fémeas
alimentadas com sangue, para avaliar as variagdes nos niveis de expressido do gene alvo,
sendo a expressao de um gene referéncia usada como controle endégeno e o cDNA de
uma condi¢cdo controle especificado como calibrador (condicdo sacarose). Por esse
método, a expressao relativa do gene alvo foi determinada pelo uso da formula R =2
(ACq amostra - ACq calibrador) - g qual “R” é a expressdo relativa, “ACq amostra” é a diferenca
entre os valores de Cq do gene alvo e do gene referéncia no cDNA testado e“ACq
calibrador” é a diferenga entre os valores de Cq do gene alvo e do gene referéncia no

cDNA calibrador.

O método ACq (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008) foi utilizado para as amostras que
ndo empregavam a condicdo calibrador na analise (perfil da expressao relativa nos
estagios do ciclo de vida e 6rgaos do mosquito). Os valores foram normalizados em
relacdo ao mRNA do gene referéncia S7. Por este método, a expressao relativa foi

determinada pelo uso da formula 274, onde R = 27(Ca do gene referéncia) - (Cq do gene alvo)

Para representacgao grafica, os valores de erro padrao foram calculados com base
nos dados de ACq (APPLIED BIOSYSTEMS, 2001). Os valores de expressao relativa
foram plotados e analisados com o programa Excel (v. 16.0) e cada grafico gerado
representa a média de pelo menos 3 replicatas bioldgicas, com quadriplicatas técnicas

para cada amostra na analise.
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A anadlise estatistica dos dados de RT-gPCR foram realizadas com o programa
GraphPad Prism® 6. Para a comparagao de fémeas alimentadas com sacarose ou sangue
foi utilizado o teste t de Student. Para as demais comparacdes foi utilizada a analise

estatistica ndo paramétrica com o teste de Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn.

3.4 Hibridizagao in situ
3.4.1 Desenho dos oligonucleotideos iniciadores

As sequéncias de Ae. aegypti para gene da enzima DNA topoisomerase Il e para o
gene oskar (controle positivo do procedimento de hibridizagao) foram obtidas por meio de
busca em bancos de dados publicos  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ e
https://www.vectorbase.org/). Os oligonucleotideos iniciadores foram elaborados e
analisados conforme descrito no item 3.3.2. Os pares de oligonucleotideos foram
desenhados de forma a possuirem uma temperatura de anelamento (Tm) entre 58 e
60°C, um conteudo de GC de aproximadamente 50% e possuirem produtos previstos com
um tamanho o6timo de 500 pb. As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores

confeccionados estao representadas no quadro 2.

3.4.2 Preparo da sonda de RNA

As sondas de RNA empregadas no procedimento de hibridizagcédo in situ foram
sintetizadas a partir de produtos de PCR obtidos em duas etapas. Inicialmente, a partir de
1ug de cDNA obtido de larvas (estagio 3) de Ae. aegypti foram feitas as primeiras
reacdes de PCR para amplificacdo dos genes de interesse, utilizando pares de
oligonucleotideos iniciadores especificos com adaptadores para inser¢ao a 5 da regido
promotora da enzima T7 RNA polimerase (quadro 2). Os produtos dessas primeiras
reagdes serviram como moldes para as segundas reagoes de PCR com oligonucleotideos
iniciadores universais contendo a regidao promotora da T7 RNA polimerase (quadro 2).
Nessas segundas reacdes, que antecedem a sintese da sonda guia de RNA, combinamos
os iniciadores do gene alvo com iniciador-Universal forward para confeccdo da sonda

senso e iniciador Universal reverse para confec¢cao da sonda antissenso.

Ambas as reagbes de PCR foram realizadas em um volume final de 25 yL com a

enzima GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase (Promega), preparada nas seguintes
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condigdes: 5 yL do tampéao 5%, 1,5 yL de MgCl, 25 mM, 0,5 pL de dNTP 10 mM, 0,5 uL
de cada oligonucleotideo iniciador (senso e antissenso) a 10 yM, 0,3 yL de enzima (1,5

unidades), 1 L do cDNA/molde e 15,7 uL de agua ultra pura.

As reacbes foram submetidas a seguinte programacdo de temperaturas:
desnaturagao inicial por 2 minutos a 95°C; 35 ciclos de 15 segundos a 95 °C, 30
segundos a 60 °C e 30 segundos a 72 °C; passo final de extensdo de 5 minutos a 72 °C.

As reacdes foram realizadas em um termociclador modelo Veriti™ (Applied Biosystems).

Para verificar o éxito das reagdes de PCR, os produtos de DNA amplificados eram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% e em seguida corados em solugao de 1
pMg/mL de brometo de etideo. A observagdo dos fragmentos amplificados se dava pela

visualizacao de sua fluorescéncia sob trans-iluminagao ultravioleta.

Os produtos finais amplificados, contendo as regides promotoras da T7 RNA
polimerase, eram purificados do gel de agarose com auxilio do kit comercial Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega) e o rendimento do procedimento da
purificacdo era estimado por espectrofotometria a 260 nm no espectrofotdmetro
Nanodrop™ 2000C (Thermo Scientific).

Em seguida sintetizamos uma sonda de RNA contendo um nucleotideo modificado
(digoxigenina) com o emprego do kit comercial Maxiscript T7 (AMBION), de acordo as
instrugdes fornecidas pelo fabricante e utilizando os produtos das segundas reacgbes de
PCR, descritas acima, como molde. As reagdes, com volume final de 10 uL, ocorreram
através da incubacao de 4 uL do produto de PCR purificado com reagentes do kit (1 pL de
DIG RNA mix (nucleotideos modificados com digoxigenina) da Roche, 1 pyL de tampao de
reacao 10x, 1 uL de T7 RNA polimerase e 3 pyL de agua ultrapura) por 2 horas a 37 °C.
Posteriormente as sondas foram precipitadas com 150 uL de etanol e acetato de amédnio
para concentracao final de 0,5 M, durante aproximadamente 16 horas e ressuspendidas

em um volume de 50 uL de tampao Hyb | (ver item 3.4.4) para armazenamento a -20 °C.

3.4.3 Preparo do tecido e reacao de hibridizagao in situ

O procedimento empregado para a hibridizagao in situ foi baseado no protocolo

descrito por Juhn e James (2012), com adaptacgdes. Inicialmente, os ovarios de fémeas de
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Ae. aegypti (ap6s 36 horas da alimentagédo sanguinea) foram dissecados sob microscopio
estereoscopico, em lamina escavada com PBS 1x feito com agua deionizada livre de
contaminagdo com RNAses (composicdo no quadro 3). Apds a dissec¢do, os ovarios
foram fixados dentro de microtubos de 1,5 mL (livre de contaminagdo com DNAse e
RNAse) em fixador contendo paraformaldeido (PFA) 4% e heptano na proporgédo 1:1. A
reacdo de fixacao ocorreu por aproximadamente 16 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente os tecidos foram lavados 3 vezes (por 5 minutos cada vez) em tampao
PBT, sob leve agitacdo. Em seguida realizou-se uma digestdo proteica com proteinase-K
a 0,01 mg/mL em PBT durante 5 minutos a temperatura ambiente. Apds a digestao foram
feitas 2 lavagens (5 minutos cada) com PBT e os tecidos foram poés-fixados em PFA 4%
em PBT por 30 minutos a temperatura ambiente. Ao término da pds-fixagcdo foram
realizadas 5 lavagens em PBT (5 minutos cada) e os tecidos foram equilibrados na
proporgéo 1:1 com PBT e solugéo de hibridizagéo | (Hyb-l) por 30 minutos a temperatura
ambiente. Para o procedimento de pré-hibridizacdo dos tecidos, a solugdo anterior era
retirada cuidadosamente e era adicionado cerca de 1 mL de solugéo de hibridizagéo Il
(Hyb-Il) por tubo. Os tubos com as amostras eram entdo transferidos para o forno de
hibridizacdo modelo 23402 — Big Shot IlI™ (Boekel Scietific) e mantidos a 55 °C por 30

minutos, sob leve rotacao.

Em paralelo era realizada a desnaturacdo da sonda de RNA, por incubacgao por 5
minutos a 85 °C, seguida diretamente por incubagdo por 5 minutos em banho de gelo,
estando a sonda pronta para uso. Ao final do procedimento de pré-hibridizacao, a solugao
Hyb-II era removida de forma que ficassem apenas 50 pL de solugdo em cada tubo. Eram
entdo adicionados 2 yL das sondas nos tubos equivalentes. As sondas senso foram
utilizadas como controles negativos das marcacdes. Apos a adicdo das sondas, os tubos
retornavam para o forno de hibridizacdo a 55 °C e eram mantidos por aproximadamente
16 horas. Apds esse periodo, a sonda era removida da amostra e eram realizadas 2
lavagens (5 minutos cada) com solugdo Hyb-I a 55 °C, com inversdo dos tubos. Em
seguida, era realizada uma nova incubagao com a solugéo Hyb-I por 30 minutos a 55 °C.
No passo seguinte, as amostras eram equilibradas na propor¢ao de 1:1 Hyb-I e PBT por
15 minutos a temperatura ambiente e eram entdo realizadas 5 lavagens em PBT (5

minutos cada). Ao final do passo anterior as amostras eram mantidas a 37 °C por 30
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minutos em 600 uL de tampéao PBT acrescido de RNAse-A para concentracao final de 10
Mg/mL, para remogao das fitas simples de RNA nao hibridizado. Finalmente eram
realizadas 3 lavagens (5 minutos cada) com PBT e a amostra era incubada em solugao
de bloqueio Blocking Solution (Roche), na diluicdo de 1:5 em tampao PBT, por 30 minutos

a temperatura ambiente.

3.4.4 Reacgao pos-hibridizagao e detecgao imunolégica

Apods o bloqueio, os tecidos ovarianos eram incubados com anticorpo primario anti-
digoxigenina conjugado a enzima fosfatase alcalina (Anti-Digoxigenin-Alkaline Phosphate
Fab fragments — Roche) na diluigao de 1:1000, em PBT. A incubagao era feita a 4 °C
durante aproximadamente 16 horas, sob leve agitacdo. Apos esse periodo realizavamos 3
lavagens (10 minutos cada) com tampao PBT para remog¢ao do anticorpo primario e, em
seguida, as amostras eram lavadas 3 vezes (5 minutos cada) com o tampéao alcalino (AP)
(tabela 3), para alcalinizar o meio. Posteriormente eram adicionados 200 pyL do mix
contento NBT (Nitro blue tetrazolium; Roche) e BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
phosphate; Roche) em tampao AP para cada tubo, seguindo as instru¢cdes de uso do
fabricante. Nesse procedimento, os tubos eram mantidos ao abrigo de luz. A progressao
da marcagdo das sondas nos ovarios era checada periodicamente com auxilio de um
microscopio estereoscopico. Ao final, as reagcdes eram interrompidas com adi¢cao 500 pL
de PBT. Os tecidos foram analisados e tiveram suas imagens registradas em microscopio

estereoscopico, modelo M205FA (Leica).
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Quadro 3. Solugdes utilizadas na hibridizagéo in situ.

PBS (Tampao fosfato salino) 1x

137 mM de cloreto de sédio

2,7 mM de cloreto de potassio

8 mM de fosfato de sédio dibasico

2 mM de fosfato de potassio monobasio

Ajustar para 1 L em agua DEPC (agua tratada com dietilpirocarbonato)
Fixador PFA: Heptano (1:1)

4 gramas de paraformaldeido para 100 mL de PBS 1x (PFA 4%)

Adicionar 1 volume de PFA 4% para 1 volume de heptano comercial

PBT

0,05% de Tween 20 em PBS 1 x

Tampao citrato de sédio salino 20 x (SSC)
3 M de NaCl

0,3 M de citrato de sdédio, pH 7,0

Solugao de hibridizagao I (Hyb I)

50 mL de formamida
25 mL de SSC 20x
100 pL de Heparina (50 mg/mL)

Ajustar para 100 mL em agua DEPC (agua tratada com dietilpirocarbonato)

Solugao de hibridizagao I (Hyb IlI)
50 mL de Hyb |
500 pL de DNA de esperma de salm&o (100 pL)

Tampao alcalino (fosfatase alcalina -AP)
0,1 M Tris-HCI, pH 9,5

0,05 M de MgCl;

0,096 M de NaCl

0,2% de Tween 20

3.5 Cultura de células embrionarias do mosquito Aedes aegypti (Aag2)

A cultura de células Aag2 era mantida a 28 °C em meio Schneider para Drosophila
contendo L-glutamina e bicabornato de sdédio (Gibco), suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Cultilab) e sem adicdo de antibiético na rotina de cultivo. A cada 6 dias em
cultivo, uma garrafa de células confluentes (25 cm?) era submetida a duas lavagens com
1 mL de tampdo PBS para remogédo completa do meio antigo e, em seguida, as células

eram descoladas através de incubagao com 0,25% de tripsina (Gibco) diluida em PBS por
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3 minutos a 37 °C. Apds o descolamento da superficie da placa, as células eram
ressuspendidas em 5 mL de meio Schneider completo. As células em suspensao tinham
sua densidade e viabilidade determinada por contagem em hemocitdbmetro (camara de
Neubauer) na presenga do corante azul de tripan (trypan blue 0,04%; Sigma-Aldrich),
técnica que permite distinguir as células mortas pela marcacido com corante citado. Em
cada passagem, eram transferidas 1 x 10° células para uma garrafa nova com 5 mL de

meio Schneider completo para manutencao do cultivo.

Os experimentos foram realizados sempre com cultivos entre a segunda e a quinta
passagem apo6s descongelamento. Também trabalhamos com uma semiconfluéncia
aproximada de 60-70% de células em todos os experimentos, determinada de forma
subjetiva pela analise visual de diferentes campos ao microscopio. Tal medida foi adotada
para que a observacao de possiveis alteracbes morfofisiolégicas fosse realizada em um
cultivo celular com caracteristicas potencialmente proliferativas ao longo dos intervalos de

tempo dos experimentos realizados.

3.6 Métodos colorimétricos

3.6.1 Ensaio de viabilidade celular (MTT)

O método de MTT baseia-se num ensaio quantitativo que avalia uma funcéo
bioquimica critica e caracteristica de células vivas e metabolicamente ativas. Nesse
ensaio as células viaveis convertem o brometo de 3(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-
tetrazélio (MTT) em cristais de formazana, através de reducdo, principalmente na
mitocéndria, pela agdo da enzima succinato desidrogenase (MOSMANN,1983). Enquanto
o MTT consiste em um composto soluvel com coloragdo amarelada, os cristais de
formazana sao insoluveis e apresentam coloragdo arrroxeada. Assim, determinamos
através da colorimetria a fungdo metabdlica/mitocondrial, que se correlaciona diretamente

com a viabilidade celular.

Para os ensaios de viabilidade celular por MTT, as células Aag2 eram plaqueadas
com densidade inicial de 5.000 células por poco, em placas de 96 pocos, € mantidas em

cultivo padrdo até que atingissem semiconfluéncia de 60-70%. As células eram entéo
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incubadas com o inibidor etoposideo (VP-16-213; Sigma-Aldrich) nas concentragcbes de
1,10, 25, 50, 75 e 100 pM, pelos periodos de 24 e 48 horas. Como controle negativo para
o tratamento, as células eram tratadas com 0,25% do veiculo (DMSQO). Um controle
contendo apenas meio de cultivo também era incluido no ensaio. Ao final de cada
intervalo de tempo, a viabilidade celular era determinada pela adicao de MTT (Sigma-
Aldrich) diluido em tampao PBS para a concentragao final de 0,5 mg/mL. As placas eram
incubadas a 28 °C por 2 horas e ao abrigo de luz para permitir a redugao metabdlica do
reagente MTT em formazana. Apds transcorrido o tempo de reagéo, o meio era removido
e eram adicionados 150 pL de dimetilsulfoxido (DMSQO) para dissolver os cristais de
formazana formados. Antes da leitura da absorvancia, as placas eram centrifugadas em
uma centrifuga Universal 320R (Hettich) a 1.000 g por 5 minutos para remogéao de bolhas

gue pudessem interferir no caminho 6ptico do feixe de luz durante as leituras.

A quantificacdo da densidade éptica (DO) foi determinada no leitor de microplacas
Multiskan GO Spectrophotometer (Thermo Scientific), no comprimento de onda de 570
nm. Os ensaios foram realizados em ftriplicata para cada concentracao teste, havendo
sido executados até seis experimentos independentes para determinagdo dos valores de
ICs0. A acao do inibidor etoposideo (VP-16-213) nas células Aag2 foi determinada pelo

seguinte calculo:
%C= [(Ac-Am)] - (Ap-Am)]/(Ac- Am) x 100

Onde %C = Agao do inibidor; Ac = absorbancia registrada nos pogos controle sem
tratamento; Am = absorbancia nos pocos contendo somente meio de cultura; Ap =
absorbancia nos pocos com tratamento. Os valores de ICsy absolutos foram obtidos
através da regressdo ndo linear das curvas sigmoéides de dose resposta para o
etoposideo, baseada no numero total de células viaveis (normalizado em porcentagem)
contra os valores logaritmicos das concentragdes do inibidor no teste. A analise foi feita

com o programa GraphPad Prism® 6.

3.6.2 Ensaio de proliferagao celular (cristal violeta)

Para o ensaio de proliferagao celular foram tomados os intervalos de tempo de 24,
48, 72 e 96 horas, empregando os mesmos protolocos de cultura e concentragbes do

inibidor etoposideo citados para o teste de viabilidade com MTT (item 3.6.1).
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Para investigar a capacidade de proliferagdo das células Aag2 tratadas com o
etoposideo, utilizamos o método do cristal violeta, descrito por Kueng, Silber e
Eppenberger (1989), com adaptacdes para nossas condigdes experimentais. Neste teste,
a exclusao do corante cristal violeta permite a avaliagao da densidade das células em um
poco ao marcar o DNA de suas células. Para tal, ao final de cada tratamento o meio era
desprezado dos pocos e as células eram lavadas com tampao PBS e posteriormente
fixadas com etanol 100% por 10 minutos a temperatura ambiente. Apds o periodo de
fixagdo, o etanol era removido e 100 uL de solugédo 0,05% do cristal violeta (Sigma-
Aldrich) em etanol 20% eram adicionados em cada pogo. As placas eram entédo incubadas
por 10 minutos e, em seguida, lavadas sucessivamente com agua destilada até que o
liquido das lavagens estivesse bem claro e transparente. No ultimo passo, 0s po¢cos eram
incubados com 100 uL de metanol absoluto por 5 minutos para ressuspensao e
solubilizagdo do corante de cristal violeta que estava impregnado nas células aderidas no

fundo dos pocos.

Nesse ensaio, considera-se que a absorbancia adquirida por poco é diretamente
proporcional a densidade de células no pogo. A quantificacdo da densidade éptica (DO)
no comprimento de onda de 595 nm foi determinada em leitor de microplacas Multiskan
GO Spectrophotometer (Thermo Scientific). Os ensaios foram realizados em triplicata
para cada concentracdo teste, respeitando a execucdo de trés experimentos

independentes para validagéo experimental.

A acéo do inibidor etoposideo (VP-16-213) sobre a proliferacdo das células Aag2
foi estimada com base nas médias dos valores de DO em cada condigdo experimental
agrupada e também normalizada em porcentagem (com o0s pogos nao tratados
correspondendo a 100%). A partir da normalizagao, os dados foram submetidos ao teste
One-way ANOVA (Multiple Comparisons) e o pos-teste de Tukey-Kramer (Tukey’s Multiple
Comparison Test), onde todos os grupos foram comparados entre eles e ao controle ndo

tratado. As analises foram feitas com o programa GraphPad Prism® 6.
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3.7 Analise morfolégica das células Aag2

3.7.1 Marcacao com DAPI

Para realizacdo da marcacdo das células em cultura com o fluoréforo que
evidenciam o nucleo, as células eram plaqueadas em placas de 24 pogos (1 x 10° células
por pogo) sobre laminulas redondas previamente tratadas com poli-L-lisina por cerca de
16 horas até a incubacdo com inibidor. As células eram entéo tratadas com etoposideo
(VP-16-213; Sigma-Aldrich) nas concentragdes de 1, 10, 50 e 100 uM pelos periodos de
24, 48, 72 e 96 horas. Como controle negativo para o tratamento, as células eram
tratadas com 0,25% do veiculo (DMSO) e incubadas durante os periodos de tempo
correspondentes. Apos cada intervalo de tratamento as células eram lavadas 2 vezes com
tampao PBS e fixadas com PFA 4% por 20 minutos a temperatura ambiente, sob leve
agitacao. Depois de fixadas, as células eram lavadas 3 vezes com tampao PBS (por 5
minutos cada) e em seguida era realizada uma incubagao 5 minutos com a solugao de
marcagédo com DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol; 1 mg/mL; Roche), na proporgédo de
1:5.000 em PBS. As incubagdes com o fluoréforo eram feitas em temperatura ambiente e
ao abrigo da luz. Ao final das marcag¢des as laminulas eram lavadas 5 vezes em tampéao
PBS, respeitando um tempo de 5 minutos para cada lavagem. Finalmente as laminulas
eram retiradas dos pocos, com auxilio de uma ping¢a, para montagem em laminas de vidro
com o0 meio de montagem Fluoroshield™ (Sigma-Aldrich). As imagens de fluorescéncia
foram obtidas com filtros para DAPI em microscépio invertido de fluorescéncia modelo
DMI4000 B (Leica), registradas com o programa Leica LAS AF Lite (v. 3.1) e

posteriormente analisadas com o programa Image J (v. 1.46).

3.7.2 Histoquimica com hematoxilina e eosina

Para analise histoquimica, as células eram inicialmente plaqueadas, tratadas e
fixadas como descrito no item 3.7.1. Ap6s serem fixadas as células eram lavadas 3 vezes
com tampao PBS (5 minutos cada lavagem). Apdés as lavagens das laminulas, o
procedimento de coloracio das células ocorria com os seguintes passos: hidratacdo por 3
minutos em agua destilada, coloragao por 5 minutos com solugéo corante de hematoxilina
0,005%-Sigma-Aldrich (5g de hematoxilina; 50 mL de alcool 95%; 100 g de sulfato de
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aluminio e potassio; 2,5 g de 6xido de aluminio e agua destilada para 1 L), realizagao de 3
lavagens rapidas em agua destilada para remocgao do excesso de hematoxilina, coloragao
por 2 minutos com a solug¢ao corante de eosina 0,0025%-Sigma-Aldrich (2,5 g de eosina;
200 mL de alcool 95%; 750 mL de alcool 80% e 50 mL de agua destilada), desidratagao
crescente por imersdes sucessivas de 30 segundos em solugbes de etanol 70%, 80%,
90% e 100% e finalmente clarificagdo da amostra por imersdes sucessivas de 5 segundos
em xilol I, Il e lll. Apds o ultimo passo as laminas eram montadas com o meio de
montagem permanente Entellan® (Sigma-Aldrich). As imagens histoldgicas foram
registradas no microscopio éptico modelo Eclipse 80i (Nikon), usando o programa Imaging

Software- NIS Elements (v. 3.22) e analisadas com o programa Image J (v. 1.46)

3.8 Analise do ciclo celular e apoptose nas células Aag2

3.8.1 Marcacgao celular com anexina-V e iodeto de propideo (PI)

A determinacao da morte celular por apoptose foi realizada com o emprego do kit
comercial Annexin-V-FLUQOS Staining Kit (Roche), que permite deteccdo de apoptose e
necrose em nivel celular e de forma direta. Através da marcagcao direta da proteina
anexina-V conjugada a fluoresceina (Anexina-V-Fluo) juntamente com o iodeto de
propideo (PI). Pela dupla marcacédo de anexina V e Pl podemos diferenciar a morte por

apoptose nos seus estagios iniciais da morte por necrose pela marcagéo nuclear com PI.

A solugao de uso com os marcadores fluorescentes era preparada imediatamente
antes do uso e ao abrigo da luz. A solugédo de incubagao era preparada pela diluigdo da
solucao de Anexina-V-Fluos no tampao de incubacao do kit (tampao HEPES), seguindo a
proporcdo recomendada de 1:50. Posteriormente a solucdo concentrada de Pl era
adicionada a solucao, também na proporcao de 1:50. Apds homogeneizagao a solugio de

marcagao estava pronta para uso.

As células que foram utilizadas nesta analise foram previamente plaqueadas
sobre laminulas como descrito no item 3.7.1. Neste ensaio apenas as concentragdes de
10, 50 e 100 uM do inibidor etoposideo (VP-16-213) foram utilizadas para os tempos de 6,
12, 18, 36 e 48 horas. Ao final do tempo de tratamento, o meio com inibidor era

descartado e as células eram lavadas 2 vezes com tampao PBS. Entdo as células eram
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incubadas com 50 pL da solugao de marcagao por 15 minutos a 20 °C e ao abrigo da luz.
Apods a incubaca, as imagens de fluorescéncia das células foram obtidas com filtros para
fluoresceina e Pl em um microscépio invertido de fluorescéncia modelo DMI4000 B
(Leica), registradas com o programa Leica LAS AF Lite (v. 3.1) e posteriormente

analisadas com o programa /ImageJ (v. 1.46).

3.8.2 Ensaio de fragmentagao do DNA em gel de agarose

Para avaliacdo da morte por apoptose, as células Aag2 foram plaqueadas a 2 x 107
células por pogo em placas de 6 pogos e incubadas com inibidor etoposideo (VP-16-213)
nas concentracdes de 10, 50 e 100 pM, pelos periodos de tempo de 48 e 96 horas. Apos
a etapa de incubagdo as placas eram colocadas sobre gelo e os sobrenadantes eram
transferidos para tubos de fundo cénico de 15 mL. Entdo 2 mL de uma solugao gelada de
PBS 1x:EDTA 5 mM (6:4) eram adicionados as células por 10 minutos. Em seguida as
células eram cuidadosamente raspadas e transferidas para o0 mesmo tubo conico de 15
mL. As células eram centrifugadas a 1.000 g, por 10 minutos a 10 °C em uma centrifuga
modelo Universal 320R (Hettich) e o sobrenadante era descartado. Os precipitados
formados eram lavados 2 vezes com tampdo PBS gelado e as amostras eram
ressuspendidas em 700 uL de tampéo de lise (10 mM Tris-HCI; pH 7,4; 5 mM EDTA; 0.2%
Triton X-100), sendo entdo incubadas por 20 minutos em gelo. Apds a etapa de lise, as
amostras eram centrifugadas por 20 minutos a 22.000 g a 10 °C e os sobrenadantes eram
submetidos a uma etapa de desproteinizacdo por extracdo com fenol:cloroférmio.
Resumidamente, os sobrenadantes da etapa anterior eram transferidos para tubos novos
contendo o mesmo volume de fenol:cloroférmio (1:1). As amostras eram entdo misturadas
por inversao e centrifugadas por 1 minuto a 14.000 g a 10 °C. Apds a centrifugagcao eram
coletadas apenas as fases aquosas das amostras (contendo o DNA) e a extragdo com
fenol:cloroférmio era repetida mais uma vez. Por fim as fases aquosas contendo DNA
eram transferidas para tubos novos contendo o mesmo volume de cloroférmio. As
amostras eram também misturadas por inversao e centrifugadas por 1minuto a 14.000 g a
10 °C. Ap06s a centrifugagao as fases aquosas das amostras eram transferidas para novos
tubos com NaCl para concentracao final de 0,15 M e acrescidas do mesmo volume de
isopropanol. O DNA era deixado para precipitar a -20 °C por aproximadamente 16 horas.

Apos a precipitagdo do DNA, as amostras eram centrifugadas por 15 minutos a 14.000 g a
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10 °C, o isopropanol era descartado por inversao do tubo e os precipitados lavados com
etanol 70%. Era entdo realizada uma nova centrifugacdo, como no passo anterior.
Posteriormente os precipitados contendo DNA eram ressuspendidos em 35 uL de tampéao
TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA). Ao final da extragdo as amostras eram tratadas
com de 1 uL de RNAse-A (10 mg/ml) por 30 minutos a temperatura ambiente.

Os DNAs purificados foram quantificados por leitura da absorvancia a 260 nm no
espectrofotdbmetro de pequenos volumes Nanodrop™ 2000C (Thermo Scientific),
utilizando 10 ug de cada amostra para aplicagdo em gel de agarose 1.8%, submetidas a
eletroforese em tampéao TAE 1%, com voltagem constante de 30 V por até 8 horas, para
melhor separagcao dos fragmentos menores de DNA. Para avaliagdo do perfil de
fragmentagdo do DNA, o gel foi corado em solugao de 1 pg/mL de brometo de etideo e a
observacao do DNA se deu pela visualizacdo de sua fluorescéncia sob trans-iluminagéo
ultravioleta. As imagens foram registradas em um equipamento fotodocumentador. Para
validagcao experimental, os procedimentos mencionados foram realizados 3 vezes de

forma independente.

3.8.3 Citometria de fluxo

3.8.3.1 Tratamento e preparagao das células para a citometria de fluxo

Para analise dos efeitos do etoposideo na progressao do ciclo celular, as células
eram plagueadas em placa de 6 pogos (2 x 10° células por poco) até atingirem um estado
de semiconfluéncia, sendo entdo incubadas com o inibidor etoposideo nas concentracoes
de 10, 50 e 100 uM, pelos periodos de 6, 18, 36 e 48 horas (em ftriplicata). Apds cada
intervalo de tratamento, 0 meio de cultivo dos respectivos pogos era descartado e as
células aderidas eram descoladas com a adicao de 500 uL de PBS contendo 0,25% de
tripsina, seguido de incubagcdo a 37 °C por 4 minutos. As células eram entdo
ressuspendidas no proprio pogo em 3 mL de PBS contendo 5% de soro fetal bovino. Em
seguida as células eram transferidas para tubos de 15 mL, centrifugadas a 1.500 g por 10
minutos a temperatura ambiente e os sobrenadantes eram descartados. Os precipitados
eram entdo lavados com 1 mL de PBS 1x, e realizavamos uma nova centrifugacédo nas

condicbes anteriores. Apds o procedimento de lavagem, os precipitados eram
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ressuspendidos em 500 uL de PBS 1x e uma aliquota desse volume era utilizada para
contagem em camara de Neubauer. Com base na contagem, a densidade celular em
todos os tubos era ajustada para 5 x 10° células/mL. As células eram entdo fixadas por
incubagao em PBS 1x contendo 2% de PFA por 20 minutos, sendo entdo novamente
centrifugadas a 1.500 g por 10 minutos a temperatura ambiente e o precipitado era lavado
duas vezes em tamp&o PBS 1x. Por fim, 5 x 10° células eram incubadas em 500 pL de
tampéao de ciclo celular (3,4 mM Tris-HCI pH7,6; 10 mM NaCl; 0,1% NP40; 0,7 U/mL
RNAse-A e 75 uM iodeto de propidio/Pl) por 2 horas a 37 °C, para marcagdao com iodeto
de propideo ao DNA. As amostras eram mantidas refrigeradas e ao abrigo da luz até o

momento da analise no citometro de fluxo.

3.8.3.2 Operacao do citometro de fluxo

Dentre outras aplicagdes, a técnica da citometria de fluxo, ao detectar e quantificar
a incorporagdo do fluordforo intercalante iodeto de propidio (Pl) ao DNA, permite
classificar individualmente as células de uma determinada populagdo nos diversos
estagios do ciclo celular (G1/G0, S, G2/M) e também no processo apoptético. Essa
técnica permite ainda quantificar o total de células em cada estagio e assim obter um
panorama da progressao do ciclo celular de uma populagédo total sob estudo, permitindo
também a deteccdo de atrasos, bloqueios ou paradas em determinados pontos do ciclo
(DARZYNKIEWICZ; HUANG, 2004).

Para a analise por citometria das células marcadas com iodeto de propideo (item
3.8.3.1), os parametros operacionais foram configurados no programa FlowJo baseados
na quantificagcdo da fluorescéncia presente no DNA marcado com Pl no interior das
células. Selecionamos o laser de argbnio (FL2) pela especificidade da faixa limite para
fluorescéncia emitida (excitagcdo do Pl em 617 nm, na cor vermelha). Utilizamos entdo a
amostra controle para estabelecer um padrdo de deteccdo para todas as leituras
posteriores no citdmetro. Em seguida, nos protocolos de gating, ajustamos o equipamento
para aquisicdo de 10.000 eventos por populacdo de células analisada. Por fim, as funcoes
de ganho, compensacéo e limiar (threshold) eram ajustadas com base nas caracteristicas
da amostra, a fim de obtermos uma separacao melhor das células por fase do ciclo

celular, representada pela intensidade de fluorescéncia em escala linear. Apds essa etapa
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de ajuste e configuragado do programa de analise ao perfil da amostra controle, as leituras

das demais amostras eram realizadas.

Nos ensaios de citometria de fluxo foi utilizado o equipamento Cytek®, N/S E3591
(modelo FACS Calibur xP5). As analises dos dados foram realizadas no programa FloJow
Collector’s Edition (v. 1.6.0_33-b05) e os resultados foram representados graficamente
em histogramas, onde o eixo horizontal representa a quantificacdo do Pl incorporado ao
DNA e o eixo vertical representa o niumero de células contabilizado pelo equipamento. Os

experimentos foram realizados duas vezes de forma independente, em quadriplicata.

3.9 Ensaio da atividade enzimatica da DNA topoisomerase do tipo Il em
células Aag2

3.9.1 Extragdo de proteinas nucleares de células Aag2

O procedimento para obtencdo dos extratos de proteinas nucleares de células
Aag?2 foi adaptado do protocolo de preparagao de extratos em pequena escala otimizado
para células HelLa, descrito no manual do kit comercial Human Topoisomerase Il Assay
Kit (TopoGEN; CO, EUA) e adaptado do protocolo original de Robert e colabodores 1995.

Para a extragcdo de proteinas nucleares, as células eram previamente plagueadas
em placa de 6 pogos (2 x 10 células por poco) sem adicdo do inibidor etoposideo. Apds a
aderirem e atingirem aproximadamente 70-80% de confluéncia, as células eram lavadas
duas vezes com tampdo PBS 1x e descoladas com 1 mL de tampao PBS 1x gelado
contendo 5 mM de EDTA, na proporc¢ao 6:4 (suspensao celular:PBS/EDTA). Em seguida
as suspensdes com células provenientes de 3 pogos eram agrupadas, transferidas para
um tubo de fundo cbnico de 15 mL e incubadas por 10 minutos em banho de gelo. Apds
esse tempo, as células eram centrifugadas a 1.500 g por 3 minutos a 4 °C. Os
sobrenadantes eram descartados e os precipitados formados eram ressuspendidos
lentamente em 2 mL do tampao TEMP gelado (10 mM Tris-HCI pH 7,5; 1 mM EDTA; 4
mM MgCl,; 0,5 mM PMSF). As amostras eram entao centrifugadas e ressuspendidas da
mesma forma que no passo anterior, sendo entdo incubadas por 10 minutos em banho de
gelo. Ao final desta incubagao as amostras eram transferidas para o recipiente de vidro de
um homogeneizador do tipo Dounce e as membranas plasmaticas celulares eram

rompidas (mecanicamente) com cerca de 6 a 8 pulsos manuais no Dounce, em banho de
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gelo (apos essa etapa os nucleos ainda encontravam-se integros, preservando o
conteudo de proteinas nucleares). Em seguida as amostras eram transferidas para
microtubos de 1,5 mL e centrifugadas a 1.500 g por 10 minutos a 4 °C. Apds a
centrifugacdo os sobrenadantes eram descartados e obtinhamos as fragdes nucleares
nos precipitados. Os precipitados eram entao ressuspendidos lentamente em tampao TEP
(10 mM Tris-HCI pH 7,5, 1 mM EDTA; 0,5 mM PMSF) e repetia-se o passo da
centrifugacao anterior. Ao final da centrifugacéo os precipitados eram ressuspendidos em
um volume menor de tampao TEP (esse volume devia ser equivalente a até 4 volumes
dos precipitados formados), onde eram adicionados a cada tubo volumes iguais de NaCl
1M e 2 uL de um coquetel de inibidores de proteases (Sigma-Aldrich). Nesse passo
ocorria a lise osmaética das membranas nucleares para obtengao dos extratos nucleares.
Em seguida as amostras eram homogeneizadas em agitador do tipo vortex e incubadas
por 60 minutos em banho de gelo, para garaantir a conservasao in natura das proteinas
durante o tempo de lise. Ao término da incubagdo as amostras eram centrifugadas por
15.000 g por 20 minutos a 4 °C, os sobrenadantes eram recolhidos e a quantidade de
proteina dos extratos era determinada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).

A melhor forma armazenamento das amostras foi em banho de gelo (~0 a 4 °C),
mantido dentro de geladeira por até 6 dias. Era ainda necessario trocar o banho de gelo
diariamente por todo periodo de armazenamento. Outras formas de condicionamento das
amostras foram testadas, como congelamento dos extratos nucleares puros a -70 °C, a -
20 °C e também na presenga de glicerol na propor¢ao de 1:1 (extrato nuclear: glicerol) a -
70 °C e a -20 °C. Porém todas essas preparagdes demonstram perda da atividade da
enzima no processo de descongelamento e até mesmo a presenga de glicerol na
proporcdo empregada demonstrou ter influéncia negativa no desempenho da reacao
enzimatica quando comparados ao armazenamento dos extratos preservados in natura
entre 0 e 4 °C. A partir do sétimo dia de armazenamento, a atividade dos extratos
mantidos em geladeira era reduzida, passando-se a gerar um padréo de decatenagao do

kDNA menos efetivo e reproduzivel.

3.9.2 Ensaio de decatenacdao de kDNA como forma de determinar
especificamente a atividade de DNA topoisomerases do tipo Il
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Uma atividade exclusiva das enzimas DNA topoisomerases do tipo Il consiste no
desenlace ou decatenagcdo de DNAs entrelagados (ou concatenados), que ocorre gragas
a clivagem em fita dupla que essas enzimas fazem no DNA alvo. Para avaliar in vitro essa
atividade, poucos ensaios sao tao eficientes quanto o ensaio de decatenacao de DNA de
cinetoplasto (KDNA). O kDNA é um tipo especial de DNA mitocondrial encontrado em
tripanossomatideos e que consiste de moléculas circulares denominadas minicirculos e
maxicirculos. O cinetoplasto consiste em uma regido da mitocdndria onde uma grande
quantidade desses circulos se encontram altamente interconectados ou concatenados,
formando uma malha densa e compacta de DNA. Os circulos do KDNA podem ser
separados dessa malha, in vivo e in vitro, pela atividade das enzimas topoisomerases do
tipo Il (mas nao pelas do tipo I). No presente trabalho foi empregado o kit comercial
Human Topoisomerase Il Assay Kit (TopoGEN; CO, EUA), que usa kDNA purificado de
Crithidia fasciculata para avaliar a atividade de enzimas topoisomerases do tipo Il em

extratos de proteinas nucleares.

Para os ensaios de decatenagdo do kDNA eram montadas reagdes comum volume
final de 10 yL em microtubos de 0,6 mL, sendo mantidas em banho de gelo durante sua
preparagdo. Em cada reagdo eram adicionados 3,5 pL de agua deionizada,1 pL do
tampéo A (0,5 M Tris-HCI pH 8,0; 1,5 M NaCl; 100 mM MgClz; 5 mM ditiotreitol/DTT e 300
Mg/mL de albumina sérica bovina/BSA) e mais 1 uL do tampao B (10x ATP, contendo
apenas 20 mM de ATP), obedecendo sempre a relagéo (1:1) desses tampdes na reagéao.
Em seguida eram adicionados 0,5 uyL de kDNA (20 pg/uL) e, por ultimo, 4 puL do extrato
nuclear diluido em tampao TEP (10 mM Tris-HCI pH 7,5; 1 mM EDTA; 0,5 mM PMSF).
Diversas diluicbes dos extratos nucleares em tampao TEP (1:10, 1:50, 1:100) foram
avaliadas nos primeiros testes e essas diluicbes foram necessarias devido a alta
concentracao de sal (0,5 M de NaCl) presente na extracéo final e também para garantir
uma melhor solubilidade das proteinas na reacgao, considerados fatores que influenciam
na atividade 6tima da enzima ao longo do ensaio (HALDANE; SULLIVAN, 2001). Ao final
do preparo, as reagdes eram homogeneizadas e os tubos incubados a 37 °C por 30
minutos em banho-maria. As reacdes eram paradas com a adicdo de 2 uL de solugao de
parada/tampdo de carregamento (5% de sarcosil; 0,125% azul de bromofenol e 25% de
glicerol). Os volumes totais de cada reagdo eram aplicados em gel de agarose 1% e

submetidos a eletroforese em tampao TAE 1x com voltagem constante de 50 V por 50
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minutos. Em seguida os géis eram corados com brometo de etideo, visualizados sob
trans-iluminagao ultravioleta e fotodocumentados para registro e analise dos dados. Os
resultados apresentados sao representativos de pelo menos 2 experimentos

independentes para as condicdes realizadas.

3.9.3 Padronizacao e analise do perfil de decatenacédo do kDNA pelo extrato
nuclear de células Aag2

Para determinarmos o perfil de atividade das enzimas DNA topoisomerases do tipo
Il presentes no extrato nuclear das células do mosquito Ae. aegypti submetemos os
extratos brutos a diferentes condigdes: (i) Diferentes concentragbes de proteinas
nucleares; (ii) Diferentes concentragdes de ATP (cofator da enzima); (iii) Incubagdo com

diferentes concentragdes do inibidor etoposideo (VP16-213).

(i) Para analise da influéncia da concentragéo de proteinas na atividade enzimatica,
ensaio descrito no item 3.9.2 foi realizado para as seguintes concentragdes finais de
proteinas: 0,15, 0,3, 0,6, 0,75, 1,0 e 1,5 ug/uL. Os extratos foram diluidos em tampao TEP
e 4 uL de extrato nuclear eram usados por ensaio.

(i) Para determinar a dependéncia de ATP para a atividade de decatenagdo do
kDNA, os extratos nucleares foram submetidos a um teste na presenca das seguintes
concentragdes finais de ATP: 0,5, 0,75, 1,0, 1,25 e 2,0 mM e também a auséncia desse
cofator. Para o preparo das respectivas reacdes eram utilizados 4 uL de extrato nuclear a
0,75 pg/uL e foram seguidos os passos descritos no item 3.9.2, fazendo apenas ajustes
no uso do tampao B 10x (ATP 20 mM). No preparo da reagdo sem ATP, foi aplicado
tampé&o TEP no lugar do tampéao B 10x.

(iii) Para determinar que o etoposideo (VP16-213) é capaz de inibir a atividade da
enzima DNA topoisomerase |l de Ae. aegypti, extratos nucleares de células Aag2 foram
submetidos a ensaios com as seguintes concentragdes de etoposideo nas reagdes: 1, 10,
50, 100, 200, 300 pM e também com apenas 0,2% do veiculo dimetilsulfoxido (DMSO;
reacao controle). As reagdes foram previamente preparadas como descrito no item 3.9.2
sem adicao do inibidor e incubadas inicialmente por 5 minutos a 37 °C em banho-maria.
Apods esse periodo de incubacgao inicial o inibidor foi adicionado nas suas respectivas
concentragdes e as reagdes foram incubadas por mais 25 minutos a 37 °C em banho-

maria.
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3.10 Filogenia molecular

3.10.1 Alinhamento multiplo

As sequéncias peptidicas previstas das enzimas DNA topoisomerase Il de diversos
metazoarios, assim como a sequéncia da enzima da levedura Saccharomyces cerevisiae,
foram adquiridas por meio de buscas de similaridade do tipo blastp no banco de dados
publicos do Centro Nacional de Informagédo em Biotecnologia dos Estados Unidos — NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Utilizamos a sequéncia peptidica da DNA topoisomerase |l
de Drosophila melanogaster (NP_476760) como referéncia para a busca por similaridade
contra sequéncias de organismos selecionados. Para assegurar a qualidade dos dados
trabalhados, as sequéncias peptidicas foram obtidas especificamente do banco de dados
RefSeq (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/), que contem sequéncias que ja passaram
por processos mais rigorosos de anotacdo funcional. Foram selecionadas para
alinhamento e analises filogenéticas apenas as sequéncias que apresentaram mais de
60% de similaridade ao longo de sua extensdo com a enzima de D. melanogaster. As
sequéncias foram alinhadas com o programa ClustalX (v. 2.0), empregando os
parametros padrao do software para alinhamentos multiplos e o alinhamento resultante foi

salvo no formato “.fasta”.

3.10.2 Método de distancia (Neighbour-Joining)

Uma analise evolutiva foi realizada a partir do alinhamento multiplo de sequéncias
polipeptidicas descrito no item 3.10.1. A reconstrucao filogenética foi conduzida de forma
independente com dois métodos que se baseiam em principios distintos de reconstrucao
filogenética. Primeiramente foi empregado o algoritmo de Neighbour-Joining ou
agrupamento de vizinhos (SAITOU; NEI, 1987), que consiste em um método
computacionalmente rapido que realiza comparagdes par a par entre taxons
representados em uma matriz de distancias evolutivas geradas a partir das divergéncias
entre as sequéncias de um alinhamento multiplo. O algoritmo se inicia com uma arvore
totalmente politbmica (ou estrelada) e promove uma unido ou agrupamento progressivo
das sequéncias/taxons com menores distAdncias em novos taxons, eliminando
continuadamente a politomia da arvore e estimando uma arvore que seja um reflexo mais

fiel possivel da matriz de distancias evolutivas original. O algoritmo de Neighbour-Joining
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foi executado conforme implementado pelo programa Molecular Evolutionary Genetics
Analysis X - MEGA X (v. 10.0.5; KUMAR et al., 2018). As distancias evolutivas foram
calculadas usando o método de corregdo de Poisson e as lacunas ou gaps no
alinhamento foram tratadas utilizando a opgéo de delecédo par a par (pairwise deletion).
Na arvore resultante, representada em escala, o comprimento de cada ramo ¢é
proporcional ao numero de substituicbes de aminoacidos por sitio. Para validacao
estatistica, foram analisadas 1.000 replicatas de reamostragens por bootstrap e o maior
percentual de vezes em que um mesmo grupo de sequéncias era agrupado nas replicatas
encontra-se representado na base de cada nd. A sequéncia polipeptidica da DNA
topoisomerase |l da levedura Saccharomyces cerevisiae foi escolhida como grupo externo

e utilizada para enraizar a arvore.

3.10.3 Método de maxima parcimonia

Para realizar a inferéncia filogenética, foi também empregado o método de maxima
parciménia, que busca uma arvore que possa explicar a evolucdo das sequéncias
alinhadas empregando o menor numero de passos evolutivos. Pelo principio da maxima
parciménia, a arvore cuja topologia implica o menor numero mudangas para explicar as
substituicbes de aminoacidos nos sitios informativos presentes em um alinhamento
multiplo deve ser considerada como sendo a melhor hipotese filogenética para explicar o
cenario evolutivo em questdo. Esse método foi também executado conforme
implementado pelo programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis X - MEGA X (v.
10.0.5; KUMAR et al., 2018). A obtencédo da arvore de maxima parciménia foi realizada
utilizando o algoritmo heuristico Subtree-Pruning-Regrafting (SPR - NEI; KUMAR, 2000),
com o parametro de nivel de busca 1, no qual as arvores iniciais da analise sdo obtidas
por uma adigao randémica de sequéncias (10 replicatas). Todas as lacunas ou gaps no
alinhamento foram eliminadas da analise (opgéo de delegdo completa). Foi permitida a
retencdo de um maximo de 500 arvores mais parcimoniosas € uma arvore consenso foi
estabelecida a partir da frequéncia dos agrupamentos no conjunto retido. O comprimento
dos ramos foi calculado na arvore consenso empregando o método do caminho médio
(average pathway, NEI; KUMAR, 2000). Na arvore resultante, representada em escala, o
comprimento de cada ramo é proporcional ao numero de mudangas ao longo de sua

sequéncia. Para validacdo estatistica, foram analisadas 1.000 replicatas de
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reamostragens por bootstrap e o maior porcentual de vezes em que um mesmo grupo de
sequéncias era agrupado nas replicatas encontra-se representado na base de cada né. A
sequéncia polipeptidica da DNA topoisomerase |l da levedura Saccharomyces cerevisiae

foi escolhida como grupo externo e utilizada para enraizar a arvore.

3.11 Modelagem por homologia

3.11.1 Bancos de dados utilizados

-National Center for Biotechnology Information (NCBI)(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/):
utilizado na busca de estruturas primarias da proteina e sequéncias génicas no formato
fasta.

-Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/): utilizado na busca de estruturas
tridimensionais de proteinas e informagdes relacionadas as estruturas depositadas (ex:
resolucdo). Fornecendo estruturas que podem ser utilizadas como molde na modelagem

comparativa.

3.11.2 Alinhamento de sequéncias e modelagem comparativa

Com a sequéncia peptidica prevista da enzima DNA topoisomerase Il de Aedes
aegypti(XP_001656142.2), foi realizada uma busca do tipo blastp no NCBI com o objetivo
de encontrar moldes para os calculos de modelagem comparativa. O molde 3QX3 (obtido
pelo método de difracdo de raios-X, com resolugdo de 2,16 A) correspondente ao cristal
da isoforma (3 da proteina DNA topoisomerase Il de humanos-ToplIB (WU et al., 2011), foi
escolhido por possuir a melhor resolugéo e por conter o inibidor etoposideo (VP-16) co-
cristalizado, depositado no PDB. No passo seguinte foi realizado o alinhamento entre a
sequéncia de aminoacidos da proteina do Ae. aegypti e a sequéncia de aminoacidos da
estrutura molde 3QX3 (modelo) no servidor Praline
(http://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewww/). Além do alinhamento convencional de
sequéncias, este servidor possui opgdes para otimizar as informagdes de cada sequéncia
de entrada (ex. o alinhamento pode ser estendido pela homologia da estrutura secundaria
prevista) (SIMOSSIS; HERINGA, 2005). A partir dos dados obtidos (output) no servidor
Praline foi realizada a modelagem comparativa no servidor Swiss-Model
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(https://swissmodel.expasy.org/), que produz um alinhamento entre a sequéncia alvo e a
depositada no banco de dados de proteinas (PDB) e realiza a construgdo de um modelo
da proteina alvo com base nesse alinhamento (WATERHOUSE et al., 2018).Por fim, a
estrutura do modelo construido foi alinhada com o molde e as coordenadas espaciais da

dupla fita de DNA em complexo com o molde foram copiadas e inseridas no modelo.

3.11.3 Otimizagao e validagao do modelo tridimensional

O modelo construido foi submetido a trés procedimentos de refinamento estrutural
no servidor ModRefiner (High Resolution Protein  Structure  Refinement,
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ModRefiner/).O refinamento da estrutura
tridimensional do modelo predito foi realizado para aliviar possiveis contatos interatémicos
desfavoraveis (XU; ZHANG, 2011), uma vez que a proteina funcional deve ser
termodinamicamente mais estavel. O ModRefiner testa virtualmente as diferentes
possibilidades de posicionamento dos atomos na estrutura, promovendo uma busca
conformacional para obtencado de estruturas de menor energia. Dessa forma, o servidor

forneceu um modelo refinado para cada modelo bruto obtido pelo Swiss-Model fornecido.

3.11.5 Avaliagao da qualidade geral do modelo construido

A validagdo global da estrutura do modelo construido foi realizada no servidor
ProSA-web (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php), que realiza avaliagdes
através dos métodos doZ-Score e do perfil de energia. O método do Z-Score permite a
avaliacdo da qualidade geral do modelo construido por comparacdo dos resultados
obtidos com estruturas tridimensionais de proteinas disponiveis no PDB e que foram
obtidas e elucidadas por métodos experimentais, como a difragcao de raios X de cristais e
a ressonancia magnética nuclear. No método do Z-Score, a qualidade do modelo é
confirmada através da sua posicdo em uma faixa azul do grafico (WIEDERSTEIN; SIPPL,
2007). O método do gréfico de energia do programa ProSA-Web oferece uma estimativa
da qualidade local do modelo em funcao da posicdo dos residuos de aminoacidos na
sequéncia proteica (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007). Ao final das validagdes, a estrutura do
modelo resultante foi visualizada graficamente no programa PyMol (v.2.4.0a0;
https://pymol.org/2/) (SCHRODINGER, 2015).
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3.11.4 Analise do modelo pelo grafico de Ramachandran

Os parametros geométricos da estrutura foram validados no servidor Rampage
(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php), que gerou o grafico de
Ramachandran, o qual representa todos os angulos diedros phi (¢) e psi (v) de cada
residuo de aminoacido que compde as proteinas. Nelas, esses angulos sdo diretamente
correlacionados com sua conformacéao tridimensional, estando sujeitos a uma série de
restricbes associadas principalmente as estruturas secundarias das quais fazem parte.
Contextualizando, a representacao grafica de Ramachandran permite avaliar a qualidade
do posicionamento dos residuos de aminoacidos da estrutura tridimensional predita e
refinada nas etapas anteriores. A partir da analise desses angulos, verifica-se se existe
posicionamento energeticamente desfavoravel dos residuos de aminoacidos, o que
reduziria a estabilidade da estrutura proteica. O programa Rampage (LOVELL et al.,
2003) posiciona os aminoacidos no grafico de acordo com os angulos ¢ e v, fornecendo a
porcentagem dos que se encontram em regides permitidas, favoraveis e nao permitidas, a
partir dos modelos refinados fornecidos. Assim, os modelos preditos selecionados para
serem submetidos a etapa seguinte foram os que apresentaram maior porcentagem de
residuos localizados em regides permitidas (MANNIGE; KUNDU; WHITELAN, 2016).

3.11.6 Redocking e Docking molecular

Os estudos de ancoramento molecular (docking) foram realizados com o programa
GOLD (v 5.7.0; JONES et al., 1997), a estrutura do inibidor etoposideo (VP-16) foi
construida e analisada no programa Avogadro (v.1.2.0; HANWELL et al., 2012) e sua
geometria molecular foi otimizada pelo método semi-empirico PM3, utilizando o programa
Gaussian 03W (v.6.0; FRISCH et al., 2004). Antes da realizagdo dos estudos dedocking
do modelo AeTop2 com o inibidor etoposideo, foi realizado uma etapa de redocking
molecular, que consiste em uma metodologia que visa recuperar computacionalmente a
posicdo original de um ligante na estrutura do complexo proteina-ligante elucidado
experimentalmente. Portanto, o procedimento de redocking € utilizado para validar o
docking molecular. Os parametros estabelecidos para o estudo do docking foram
determinados pelas analises das poses obtidas pelos calculos de redocking, nas quais a
melhor solugcdo de redocking é representada pelo menor valor do desvio da raiz média
quadratica (RMSD- Root Mean Square Deviation). Assim, para o estudo de docking,

foram utilizadas as fung¢des de score, Chemscore, ChemPLP e Goldscore, com o raio de
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busca variando entre 10 e 20 A de distancia em torno do 4tomo de nitrogénio do residuo
catalitico Arg503 (id426 e 5993 para as cadeias A e B, respectivamente). A inspecgéo
visual das interagbes intermoleculares e as representagdes graficas foram realizadas no
programa PyMOL(v.2.4.0a0) e BIOVIA Discovery Studio (v.16.1.0.15350).
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4. RESULTADOS

4.1 ldentificagdo do gene da enzima DNA topoisomerase Il de Aedes aegypti

4.1.1 Identificagao do gene de uma DNA topoisomerase |l de Ae. aegypti

Inicialmente utilizamos a sequéncia peptidica da enzima topoisomerase 2 da
mosca Drosophila melanogaster, depositada no banco de dados do NCBI/NIH (cddigo de
acesso NP476760), como referéncia para a busca por similaridade tipo tblastn contra
sequéncias nucleotidicas do genoma do mosquito Ae. aegypti (cepa LVP AGWG)
depositadas no banco de dados vector base (http://vectorbase.org). A busca retornou
apenas um Jocus com alto nivel de identidade para DNA topoisomerase |l no genoma do
mosquito (71,7% de identidade ao longo de 1289 residuos alinhados), localizado no
segmento 2924 do brago longo do cromossomo 2 de Ae aegypti (localizagdo2:
327992549-327996409, geneAAEL018244). A mesma sequéncia encontra-se depositada
no banco de dados de sequéncias referéncia (RefSeq) do NCBI sob os cdédigos
XM001656092 (para a sequéncia nucleotidica) e XP001656142 (para a sequéncia

peptidica prevista).

O gene da enzima DNA topoisomerase de Ae. aegypti possui uma fase aberta de
leitura de 4524 pb, codificando uma cadeia polipeptidica de 1507 aminoacidos com massa
molecular prevista de 171,016 kDa. No alinhamento multiplo da figura 12 podemos
observar um alto grau de identidade entre as sequéncias de Ae. aegypti, D. melanogaster
e H. sapiens alinhadas, sendo evidenciado através da edicdo de cores por residuos de
aminoacidos ao longo das proteinas. Neste alinhamento de sequéncia podemos identificar
as regioes da proteina que compde os dominios funcionais, GyrB e GyrA, a conservagao
do residuo essencial de tirosina (Y) 82 que se liga ao DNA durante o ciclo catalitico da
proteina. Observando as sequéncias podemos notar substituicoes de residuos no sitio de
dimerizagéo, além de pequenas variagdes ao longo do alinhamento. Segundo o programa
PSORT II (https://psort.hgc.jp/form2.html) a enzima de Ae aegypti tem uma probabilidade
de 82,6% de apresentar localizacdo subcelular no compartimento nuclear. De acordo com

o programa cNLSMapper (http://nls-mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS Mapper_form.cgi) a
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enzima de Ae. aegypti exibe um forte candidato de sinal de localizagdo nuclear (NLS)

bipartido entre as posi¢cdes 1460 e 1485, com score geral de 9,4.

Com relagdo a conservagcdo da estrutura primaria, a proteina de Ae. aegypti
compartilha 64% de identidade e 76% de similaridade com seu ortélogo de D.
melanogaster e 52% de identidade e 66% de similaridade com a sequéncia enzima DNA

topoisomerase ll-a. humana.

4.1.2 Reconstrugao filogenética

Um alinhamento multiplo com sequéncias de enzimas DNA topoisomerases Il de
14 organismos representativos dos diferentes grupos de animais foi feito com o objetivo
de obter uma filogenia molecular que representasse o cenario evolutivo das DNA
topoisomerases Il nos metazoarios. Para a reconstrucao filogenética foram utilizados, de
forma independente, dois métodos tradicionais e amplamente empregados de analise: o
método de distancia Neighbor-Joining (NJ — agrupamento de vizinhos; figura 13 A), que
emprega uma matriz de distancias para reconstruir as relagdes evolutivas entre as
sequéncias, e o método de maxima parciménia (MP; figura 13 B), baseado em uma matriz
de caracteres filogenéticos que infere a filogenia 6tima (mais parcimoniosa) para um

conjunto de taxons observados.

Nas duas analises observamos que as DNA topoisomerases do tipo Il dos
artrépodes divergem em um clado distinto do das enzimas de cordados. Podemos notar
também que as isoformas alfa e beta surgem apenas nos vertebrados, ndo estando
presentes ainda nos urocordados. Ja o ortdlogo dessa enzima no metazoario basal
Trichoplax sp. surge na base da arvore, em acordo com o padrao evolutivo seguido pelos
metazoarios. Em ambas as reconstrugdes filogenéticas, a enzima de Ae. aegypti surge
agrupada e muito proxima do ortélogo do mosquito Anopheles gambiae, confirmando
também que o gene estudado no presente trabalho codifica a enzima DNA topoisomerase

Il em Ae. aegypti.
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Figura 12. Alinhamento multiplo das sequéncias peptidicas previstas de trés enzimas DNA
Topoisomerase Il de animais. O alinhamento foi feito utilizando as sequéncias das enzimas de Ae. aegypti
(XP001656142), de D. melanogaster (NP476760) e da isoforma alfa de H. sapiens (NP001058). Na
imagem a barra preta representa a parte da sequéncia que compde o dominio DNA girase B (GyrB) na
proteina, enquanto a barra cinza representa a parte da sequéncia que compde o dominio DNA girase A
(GyrA). As regides indicadas pelos retangulos em vermelho representam o sinal de sinalizagdo nuclear
(NSL) bipartido previsto para a proteina de Ae. aegypti, (conforme programa cNLSMapper) e o NLS
bipartido da proteina humana (MIRSKI; GERLACH; COLE, 1999). O alinhamento foi realizado pelo
programa ClustalX (v. 2.0) e editado usando o programa BioEdit (v. 7.0.5.3).
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Figura 13. Reconstrugoes filogenéticas propostas para enzima DNA topoisomerase Il de 14
metazoarios. Em A temos a reconstrugao filogenética pelo método de distancias Neighbor-Joining (NJ) e
em B pelo método de maxima parciménia (MP). Em ambas as analises a validagao estatistica foi obtida pelo
método de bootstrap com 1000 repeticbes. A sequéncia primaria da DNA Topoisomerase Il da levedura
Saccharomyces cerevisiae foi usada como grupo externo (outgroup) nas duas andlises e permitiu que as
arvores fossem enraizadas. O alinhamento multiplo foi realizado pelo programa ClustalX (v. 2.0) e as
reconstrugbes filogenéticas foram feitas empregando o programa MEGA (v. 10.0.5). As sequéncias
peptidicas usadas no alinhamento foram obtidas no banco de dados do NCBI, com os respectivos cédigos
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de acesso: Top2a. Homo sapiens: NP001058; Top2B Homo sapiens: NP001317629; Top2a Gallus gallus:
NP990122; Top2B Gallus gallus: NP990413; Top2a. Danio rerio: NP001296944; Top2B Danio rerio:
NP_001038656; Top2 Ciona intestinalis: NP001041456; Top2 Ixodes scapularis: XP002399322; Top2X1
Tribolium castaneum: XP015833850; Top2A Drosophila melanogaster. NP476760; Top2 Ae. aegypti:
XP001656142; Top2 Anopheles gambiae: XP319665; Top2 Schistosoma mansoni: XP018654920; Top2
Trichoplax sp.: RDD37109; Top2 S. cerevisiae: NP014311.

4.2 Modelagem comparativa da enzima AeTop2

4.2.1 Contrugao, otimizagao e validagcao do modelo da enzima AeTop2

Com a finalidade de investigar as semelhancas e diferengas estruturais entre as
enzimas DNA topoisomerase Il humana e de Ae. aegypti realizamos a modelagem
comparativa, de forma a obter um modelo em 3D da enzima de Aedes aegypti. O modelo
comparativo da enzima DNA topoisomerase Il de Ae. aegypti apresentam diferencas
quanto a disposicdo das hélices-a e folhas-3, 53 hélices-a e 44 folhas- no inseto,
enquanto a enzima humana apresenta 48 hélices-a e 43 folhas-B. O valor do desvio da
raiz média quadratica (RMSD), obtido a partir da sobreposigdo das estruturas molde e
modelo, foi de 0,104 A, com 8.188 atomos envolvidos ao longo da sobreposicdo, o que

aponta uma semelhanga estrutural bastante significativa entre molde e modelo (figura 14).

DNA-gate

C-gate

Figura 14. Sobreposicao da estrutura do molde 3QX3 e do modelo AeTop2 construido por
modelagem comparativa. Em azul a estrutura do molde e em amarelo a estrutura do modelo. A trajetéria
do esqueleto ribose-fosfato do DNA associado esta em laranja. O modelo a direita apresenta uma rotagédo
de 90° da enzima, no sentido do observador.
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Com o objetivo de avaliar a qualidade estereoquimica do modelo obtido, foi
construido o grafico de Ramachandran comparando molde e modelo, empregando o
servidor Rampage (figura 15). Como a enzima humana funciona como um homodimero, a
analise foi realizada considerando as duas cadeias (A e B) que formam a enzima
completa. De acordo com o grafico, o molde apresentou 97,4% e 97,3% dos residuos de
aminoacidos em regides favoraveis, 2,4% e 2,6% em regides permitidas e 0,2% e 0,2%
em regides tidas como nao permitidas para as cadeias A e B, respectivamente. O modelo
apresentou 92,0% e 93,6% dos residuos de aminoacidos em regides favoraveis, 5,9% e
4,6% em regides permitidas e 2,1% e 1,8% em regides ndo permitidas para as cadeias A
e B, respectivamente (Figura 15 e tabela 4). Para fins de comparacéao, considera-se como
ideal que uma estrutura proteica apresente mais de 90%de seus residuos de aminoacidos
nas regides favoraveis e nenhum nas regides muito desfavoraveis ou nao permitidas
(LASKOWSKI et al., 1993).
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Figura 15. Representacao do grafico de Ramachandran: O molde 3QX3 utilizado para construgéo do
modelo (A), o modelo inicial da enzima AeTop2 (B) e do modelo apds refinamento no ModRefiner (C).
Regides favoraveis e permitidas para aminonoacidos em geral sdo apresentadas em azul escuro e claro,
respectivamente. Regides favoraveis e permitidas especificamente para residuos de glicina séao
apresentadas em laranja escuro e claro, respectivamente. As areas em branco representam as regides nao
permitidas.

Para aprimorar as caracteristicas geométricas do modelo, foram realizadas etapas
de refinamento da estrutura, empregando o servidor ModRefiner, que gera melhoria nas
estruturas locais e na qualidade geral do modelo, por meio de um algoritmo. Apods trés
etapas de refinamento, o modelo foi novamente avaliado pelo grafico de Ramachandran
(figura 15- C). Com as otimizagcbes, o modelo da enzima DNA topoisomerase Il de Ae.
aegypti passou a apresentar 96,1% e 95,7 dos residuos de aminoacidos em regides
favoraveis, 3,4% e 3,8% em regides permitidas e 0,5% e 0,5% em regides tidas como nao

permitidas para as cadeias A e B, respectivamente (quadro 4).
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Quadro 4. Validagao do modelo construido e refinado por modelagem comparativa.

Distribuicao dos Molde HsTop2-B Modelo inicial Modelo refinado
residuos (PDB: 3QX3) AeTop2 AeTop2
’ Swiss-Prot ModRefiner
Residuos em regides A: 646 (97,4%) A: 703 (92,0%) A: 734 (96,1%)
favorecidas B: 643 (97,3%) B: 715 (93,6%) B: 731 (95,7%)
Residuos em regides A: 16 (2,4%) A: 45 (5.9%) A: 26 (3.4%)
permitidas B: 17 (2,6%) B: 35 (4,6%) B: 29 (3,8%)
Residuos em regides A:1(0,2%) 35116 (e ) A4 (0.5%)
desfavoraveis B: 1 (0,2%) B: 14 (1,8%) B: 4 (0,5%)

O valor do RMSD para o modelo ap6s a otimizagdo de sua geometria foi de 0,575 A,
com 8.188 atomos envolvidos ao longo da sobreposi¢cdo. Tais valores sdo compativeis
com os observados para o molde (PDB: 3QX3), confirmando a qualidade do modelo
construido. Ainda com o objetivo de validar a estrutura do modelo refinado, foi utilizado o
servidor ProSA-Web (figura 16) e calculados os valores de z-score (quadro 5 e figura 17),
que fornecem uma estimativa da qualidade do modelo construido frente a estruturas ja
resolvidas experimentalmente. A analise de energia potencial feita pelo programa ProSA-
Web gera um grafico que reflete a qualidade local do modelo ao apresentar a energia
associada a cadeia em fungdo da posicdo dos residuos de aminoacidosao longo da
sequéncia peptidica. Em geral os valores positivos (acima de zero) correspondem a
por¢cdes do modelo que apresentam algum problema geométrico. Na figura 16 podemos
observar que, de forma semelhante ao molde, o modelo refinado da enzima AeTop2
apresenta poucas regides com energia acima de zero, indicando mais uma vez que o

modelo da enzima AeTop2 pode ser considerado satisfatério.
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Sequence position
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Figura 16. Analise da energia potencial do molde 3QX3 e dos modelos de AeTop2. A qualidade local
para o molde (3QX3) (A e B), para o modelo construido no servidor Swiss-Model (C e D) e para o modelo
refinado no servidor ModRefiner (E e F). A analise foi feita separadamente para as cadeias A(A,Ce E)e B
(B, D e F). Em verde claro os valores dos calculos para janelas de 10 residuos de aminoacidos e em verde
escuro os valores para janelas de 40 residuos. Analise realizada no servidor ProSA-Web.
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O z-score é um parametro que relaciona a energia da estrutura de interesse com a
energia de todas as proteinas conhecidas cujas estruturas tenham sido elucidadas por
cristalografia de raios-X ou ressonancia magnética nuclear (RMN). Portanto, o calculo do
valor de Z-score € um bom indicativo da qualidade do modelo construido frente a
estruturas ja resolvidas experimentalmente. No quadro 5 podemos observar que os
valores de z-score para o molde 3QX3 foram de -10,70 e -10,35 para as cadeias A e B,
respectivamente. Ja o modelo refinado apresentou valores de -9,60 e -9,61 para as
cadeias A e B, respectivamente. Esses valores proximos indicam a boa qualidade
estrutural do modelo, uma vez que o modelo refinado se mostra consideravelmente
semelhante ao molde. Finalmente, nos graficos da figura 17, vemos que os valores de z-
score para as cadeias A e B do modelo refinado estdo compativeis com os valores
encontradospara proteinas com tamanhos semelhantes e que tiveram suas estruturas

elucidadas experimentalmente.

Quadro 5. Valores de Z-score, obtidos no servidor ProSA-Web.

Z-score Cadeia A Cadeia B
Molde - HsTop2-B (3QX3) -10,70 -10,35
Modelo - AeTop2 -9,77 -9,59
Modelo refinado - AeTop2 -9,60 -9,61

Na figura 18 temos as estruturas do molde 3QX3 e do modelo refinado e validado.
Podemos perceber claramente que ha uma grande semelhanca estrutural entre eles,
embora algumas diferencas localizadas possam ser observadas, em especial em regides
que supostamente formariam algas. Todavia ndo podemos considerar essas regioes
como diferengas reais encontradas na estrutura do modelo refinado, uma vez que as
alcas observadas foram obtidas de regides mais desordenadas e/ou flexiveis e, portanto,

nao estéo definidas na estrutura cristalografica do molde 3QX3 no PDB.
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Figura 17. Analise dos valores de Z-score para o molde (3QX3) e modelo construido: Para o molde
(3QX3) (A e B), para o modelo construido no servidor Swiss-Model (C e D) e para o modelo refinado no
servidor ModRefiner (E e F). A andlise foi feita separadamente para as cadeias A (A, Ce D)e B (B, D e F).
Analises obtidas no servidor ProSA-Web.
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MODELOQO AeTop2

Figura 18. Estrutura tridimensional do molde HsTop2-B - 3QX3 e do modelo AeTop2. Representagao
dos elementos de estrutura secundaria das proteinas (hélices-a, folha-f e algas estruturais). Painel superior
(molde- 3QX3) e painel inferior (modelo AeTop2). A trajetéria do esqueleto ribose-fosfato do DNA associado
esta em laranja. Os modelos a direita apresentam uma rotagdo de 90° das enzimas, no sentido do
observador.

Ainda buscando entender melhor as diferengas quimicas e estruturais entre a
enzima humana e de Ae. aegypti, foram construidos mapas de potencial eletrostatico com
o programa PyMOL (v.2.4.0a0). O molde e os modelos apresentam, até certo ponto, perfis
de distribuicdo de cargas semelhantes (figura 19). A diferenca mais evidente na
distribuicdo de cargas pode ser notada na regidao que conecta o DNA-gate com o C-gate.
Podemos notar que a proteina humana concentra uma grande quantidade de cargas
negativas nessa regido em ambas as suas faces, o que ndo ocorre com a proteina de Ae.
aegypti. Ja a conformacgao diferente, que parece restringir consideravelmente o tamanho
da cavidade observada no modelo (em C-gate), se deve as regides de algas, que nao

estao definidas no molde, conforme mencionado anteriormente.
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Figura 19. Representagcdo do mapa de potencial eletrostatico do molde 3QX3 e do modelo refinado
AeTop2. (A) molde e (B) modelo. As regides com carga negativa sdo representadas em vermelho, as com
carga positiva em azul e as neutras em branco. As imagens estdo dispostas com rotagdo de 180° na
vertical, seguida da rotagédo de 90° na horizontal. Analise realizada com o programa PyMOL (v.2.4.0a0).

4.2.2 Estudos de docking molecular com o inibidor etoposideo

4.2.2.1 Validacao por redocking

Uma vez tendo o modelo da enzima AeTop2 construido, refinado e validado,
realizamos um estudo por docking molecular das interagdes do inibidor etoposideo (VP-
16-213) com o modelo, de forma a identificarmos semelhangas e diferengas entre as
interacdes intermoleculares que acontecem entre esse inibidor e as enzimas humana e de

Ae. aegypti.

Antes de iniciarmos os estudos de docking molecular do inibidor etoposideo com o
modelo validado da enzima AeTop2, realizamos um procedimento de redocking, que esta

entre os métodos de validagao de docking molecular mais utilizados (RODRIGUES et al.,
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2012). Esse procedimento consiste em extrair o ligante (no caso, o inibidor etoposideo) de
sua estrutura cristalografica (no caso, o molde 3QX3) e entdo reposicionar o ligante em
sua estrutura, utilizando a metodologia do docking. A eficiéncia preditiva do procedimento
de docking pode ser estimada pela comparacédo entre o posicionamento do ligante na
estrutura cristalografica original e as interagdes do docking. Neste método sédo analisadas
as poses dos ligantes geradas pelos programas de docking, que sao as conformacdes
geradas em um sitio da proteina alvo com um composto de estrutura conhecida. Desta
forma, calcula-se 0 RMSD da melhor solugéo fornecida pelo programa de docking com a
estrutura do ligante co-cristalizado, considerando como critérios para definicdo da melhor
pose os menores valores de RMSD, que representam a capacidade da fungao de score e
dos parametros de referéncia utilizados para encontrar as conformagdes mais préximas
as obtidas experimentalmente. Nesse processo, valores de RMSD abaixo de 2,0 A séo
considerados satisfatorios (RODRIGUES et al., 2012).

Durante o procedimento de redocking foram obtidas um total de 10 conformagdes de
interacbes do etoposideo com a enzima humana. A conformagao que mais se aproximou
da posicao original do etoposideo na estrutura cristalografica da DNA topoisomerase ||
humana foi também a que apresentou maior score, com valores de 136,7 e 125,71 para

as cadeias A e B, respectivamente (figura 20).

y

Figura 20. Redocking do etoposideo na estrutura resolvida da enzima DNA topoisomerase II-8
humana. Sobreposicédo das melhores solugbes de poses obtidas pelo redocking (verde) com a estrutura
original obtida por cristalografia (azul claro). Os valores de RMSD para as cadeias A e B foram de 0,6 A e
0,5 A, respectivamente. O redocking foi realizado como programa GOLD (v. 5.7.0) e visualizado com o
programa PyMOL (v.2.4.0a0).
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No estudo de redocking, foram obtidos valores de RMSD de 0,63 A e 0,55 A para as
cadeias A e B, respectivamente (quadro 6), quando utilizada a fungdo ChemPLP,
indicando posi¢cao no docking muito préxima da apresentada pela estrutura de referéncia,
o ligante co-cristalizado. Por outro lado, a fungdo Chemscore nao foi capaz de reproduzir
uma conformacgao préxima ao dado cristalografico. As funcbes Goldscore e ChemPLP
falharam ao descrever a conformacao correta quando o tamanho do raio do sitio de
ligagéo foi definido para 10 A em torno do a4tomo central de referéncia. Portanto, pode-se
concluir que a fungdo ChemPLP e o raio de 20 A em torno do 4tomo de referéncia podem
ser considerados como parametros adequados para os estudos de docking entre o
etoposideo e o modelo da enzima AeTop2.

Quadro 6. Valores de RMSD em dois volumes de sitio de ligagéo para a interagéo do inibidor
etoposideo com a enzima DNA topoisomerase |I-3 humana, no procedimento de redocking.

Cadeia Fungdes Raio (A) RMSD (A)
20 0,63
ChemPLP
10 > 10,00
20 > 10,00
IR ChemScore
Cadeia A 10 > 10,00
20 0,44
GoldScore
10 9,16
20 0,55
ChemPLP
10 9,08
Arg503 20 > 10,00
ChemScore
Cadeia B 10 > 10,00
20 0,56
GoldScore
10 > 10,00

4.2.2.2 Docking molecular com a DNA topoisomerase Il de Ae. aegypti

Apds estabelecer os parametros do docking por meio do redocking molecular, foi

realizado o docking molecular do inibidor etoposideo com o modelo construido da enzima
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AeTop2, com o objetivo principal de identificar as intera¢gdes do inibidor com a enzima do
mosquito e comparar com as interagdes com a enzima humana. A melhor interagcao
prevista por docking do etoposideo com o modelo da enzima de Ae. aegypti apresentou
valores de Score de 95,61 e 60,70 para as cadeias A e B, respectivamente, e esta
ilustrada na figura 21. O inibidor se liga a enzima por meio de interagdes do tipo ligacées
de hidrogénio, Van der Waals, n-n e m—alquil com residuos de aminoacidos e bases
nitrogenadas do segmento de DNA associado (figura 21). Quanto a posicdo na estrutura
primaria, a maior parte dos residuos que interagem com o etoposideo no docking esta
localizada nos motivos TOPRIM, no dominio GyrB, ou na regido imediatamente adjacente

ao residuo catalitico de tirosina, no dominio GyrA (quadro 7).
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Figura 21. Representagado bidimensional (2D) das interag6es moleculares obtidas por docking. A e B
representam, respectivamente, as interagdes envolvendo as cadeias A e B da enzima humana, enquanto C
e D representam, respectivamente, as interagdes envolvendo as cadeias A e B da enzima de Ae. aegypfi,
para o docking com maior valor de score. As siglas DG, DC, DA e DT sao referentes as interagdes do
etoposideo com as bases nitrgenadas do DNA: DG (guanina), DC (citosina), DA (adenina) e DT (timina). O
docking foi realizado com o programa GOLD (v. 5.7.0) e as intera¢des foram visualizadas com o programa
BIOVIA Discovery Studio(v.16.1.0.15350).

Nas representagdes a seguir temos o docking molecular do etoposideo observado
com a distribuicdo do potencial eletrostatico no sitio de interagdo ao fundo (figura 22) e na
auséncia da superficie de carga, mostrando os principais residuos envolvidos nas
interagdes (figura 22 e 23). Nota-se que a melhor pose obtida no redocking da proteina
molde 3QX3 para cadeia A (figura 22-A) ndo € atingida na cadeia correspondente do
modelo AeTop2, sendo possivel observar a estrutura do etoposideo numa pose oposta ao

docking da proteina humana (figura 22-B).



Quadro 7. Residuos de aminoacidos que realizam interagbes com o inibidor etoposideo.

Tipos de interagao Molde 3QX3 (cadeia)

Asp479 (A,B); [D484]*
Ligacdo de hidrogénio

GIn778 (A); [Q783]

Lys456 (B); [K461]
Van der Waals

Glu477 (A,B);[E482]*

Gly478 (A,B); [G483]*

Ser480 (A,B); [S485]*

Leu502 (A,B); [L507]*

Gly504 (A,B); [G509]*
GIn778 (B); [Q783]

Pro819 (A,B);[P824]"
n-alquil Arg503 (A,B); [R508]*
Met782 (A,B); [M787]

AeTop2 (cadeia)
Asp70 (A); [D464]*

Arg94 (B); [R488]*

GIu68 (A); [E462]*
Gly69 (A); [G463]*
Ser71 (A); [S465]*

Arg94 (A); [R488]*
Gly95 (A,B); [G489]*
GIn370 (A,B); [Q764]
Gly374 (B); [G768]
Ser408 (B); [S802]"
Ala409 (B); [A803]*
Ser410 (B); [S804]"
Pro411 (A,B); [P805]"

Arg94 (A); [R488]*
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Comparagéo entre a enzima DNA topoisomerase |l humana co-cristalizada com o etoposideo (3QX3) e o
modelo da enzima de Ae. aegypti (AeTop2), na pose que apresentou melhor score de docking. Residuos
em uma mesma linha indicam posigdes homologas nas duas estruturas. A numeragéo junto aos residuos é
referente as posigbes atribuidas nas estruturas tridimensionais. A numeragéo entre colchetes indica a

posicdo dos residuos na estrutura primaria das proteinas.

TOPRIM, enquanto # indicam residuos na vizinhanga da do residuo catalitico de tirosina.

indicam residuos que integram motivos
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Cadeia A Cadeia B

Figura 22. Representacdao do docking do etoposideo na preseng¢a da superficie de potencial
eletrostatico. Em A, temos a representagdo da proteina humana (molde 3QX3) e em B o modelo
construido (AeTop2). As setas indicam a orientagdo da pose do etoposideo na cadeia A do molde e no
modelo. Imagem analisada no PyMOL (v.2.4.0a0).

Observamos na anadlise que, apesar da pose “invertida” obtida na cadeia A do
modelo, o inibidor ainda sim compartilha parte das interacbes com residuos de
aminoacidos semelhantes as encontradas para o molde 3QX3 (figura 23-A e B).
Adicionalmente, verificamos que a pose "esperada" em relagdo ao molde na figura 23-C,
com score de 75,70, é considerada a de menor score entre as 10 poses analisadas para
cadeia A do modelo AeTop2. Ja o score da cadeia B se manteve constante entre as

melhores poses obtidas, com valores em torno 60,70.
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Figura 23. Representagao dos residuos de aminoacidos que interagem no docking do etoposideo
nas cadeias A e B enzima DNA topoisomerase Il. Em amarelo temos os residuos de aminoacidos da
proteina humana (molde 3QX3); B) em azul temos os residuos do modelo construido (AeTop2) na pose
docking obtida com maior valor de score na analise. C) em azul temos os residuos do modelo construido
(AeTop2) na pose docking obtida com menor valor de score na analise. Docking realizado no Gold e a
analise da estrutura no PyMOL (v.2.4.0a0).
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Por fim, comparamos os residuos de aminoacidos do molde 3QX3 e do modelo
refinado AeTop2 que interagem com o etoposideo no docking, na pose com melhor valor
de score. O quadro 8 mostra um alinhamento dos residuos em posigdes homologas nas
enzimas DNA topoisomerase |l de Ae. aegypti, D. melanogaster e isoformas a e B
humana para uma melhor visualizacdo e compreensdo de possiveis substituicdes nos
residuos que interagem com o inibidor. Tal comparagdo nos permite fazer possiveis
relagcbes quanto a natureza e a importancia dos aminoacidos envolvidas na inibigdo da
enzima em questao, possibilitando a busca por alvos moleculares seletivos na proteina do
inseto.

Quadro 8. Alinhamento dos residuos em posi¢cdes homodlogas das enzimas AeTop2 e Top2-B
humana que realizam interagdes com o inibidor etoposideo.

AeTop2 Kaaz Ese2 | Guaes Sses | Las7 | Rass | Gago Q764 Ges Ss02 | Asos | Ssos | Psos
HSTOPZ'B K461 E482 G483 S485 I-507 R508 G509 Q783 Iv|787 A821 A822 5823 P824
HsTop2-a Kaao Ese1 | Gagz | Dags | Saea | Lass Rag7 | Gags | My Myes Sgoo | Asor | Sso2 | Psos
DmTop2 Kazo Eas1 | Gaaz | Dass | Sasa Lass Ras7 | Gaes | V7a2 M4 Crso | Ass1 | S7s2 | Avss
Conservagdo * * * * * * * * * *

Adicionalmente estéo representados os residuos homaologos na DNA topoisomerase 2 de D. melanogaster e
a isoforma Top2-a humana. Sombreados em salmao estdo os residuos que fazem interagdes do tipo Van
der Waals, em verde escuro os que fazem ligagdes de hidrogénio, em rosa interagdes do tipo pi-alquile em
amarelo residuos que fazem interagbes multiplas. Os residuos cuja interagdo envolve somente uma das
cadeias do homodimero (A ou B) estdo representados em células com bordas espessas. Os asteriscos
indicam residuos conservados em todas as sequéncias.

4.3 Estudo da expressao génica da DNA topoisomerase Il de Ae. aegypti

4.3.1 Perfil de expressao génica do mRNA da enzima AeTop2 ao longo das
fases juvenis do ciclo de vida mosquito Aedes aegypti

Com o objetivo de investigar a variagdo da expressdo do gene da DNA
topoisomerase |l de Ae. aegypti (AeTop2) ao longo das fases do ciclo de vida do mosquito
Ae. aegypti (ovo, estagios larvais e pupa), realizamos uma analise de expressao relativa
por meio da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real precedida por transcricdo
reversa (RT-gPCR, figura 24). Na analise de quantificagdo da expresséo relativa (usando

como referéncia o gene que codifica a proteina ribossomal S7) foi observada uma maior
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expressao para os estagios de ovo, larvas de 2° estagio (L2) e larvas de 4° estagio (L4). O
estagio de pupa apresentou a menor quantidade relativa de mRNA para tendo sua
expressao reduzida em aproximadamente 3,9 vezes quando comparado ao estagio
anterior, as larvas L4.

Dentre os estagios larvais, o 3° estagio apresentou a menor expressao
relativa para o mRNA da enzima AeTop2, seguido pelas larvas de 1° estagio.
As larvas L3 apresentaram valores de expressdo génica cerca de 2 vezes
menores que larvas L2 e L4, sem diferenga estatistica entre os grupos
observados no teste.

Apesar de a representagao grafica sugerir ao menos uma diferenga de expressao
entre os valores de todas as amostras (ovo e larvas) e o estagio de pupa, a analise

estatistica ndo paramétrica nao detectou diferencas significativas entre os grupos.

2004 * _ .
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Figura 24. Expressao relativa do mRNA da enzima DNA topoisomerase Il nos estagios iniciais do
ciclo de vida do mosquito Ae. aegypti. As amostras de RNA total de ovos, larvas L1 a L4 e pupas foram
submetidasa RT-gPCR e analisadas pelo método 2-acq (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008), utilizando o mRNA
da proteina ribossomal S7 como gene referéncia. AeTop2: gene alvo. L1: larva de 1° estagio,
L2: larva de 2° estagio, L3: larva de 3° estagio, L4: larva de 4° estagio. No eixo Y, de unidades
arbitrarias, valor de 2acq € multiplicado por 104 para facilitar as comparagbes. Os dados foram
trabalhados com o programa GraphPad Prism (v.6.01),com as colunas representando as
médias e as barras o desvio padrdo de trés experimentos independentes. A analise estatistica
foi realizada usando ANOVA e seguida pelo po6s teste de Tukey ( * p < 0,05).

4.3.2 Perfil de expressao génica do mRNA da enzima AeTop2 em fémeas e
nos 6rgaos do mosquito Ae. aegypti

Apos a alimentagdo com sangue as fémeas de Ae. aegypti passam por um

processo acentuado de desenvolvimento dos 6érgéos reprodutivos e preparagao para
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ovoposigao (LEA; BRIEGEL; LEA, 1978). Com o objetivo de verificar a influéncia do
aporte nutricional sobre o perfil de expressao da enzima AeTop2 em fémeas adultas de
Ae. aegypti fizemos uma comparacgéo entre a quantificagdo do mRNA dessa enzima em
fémeas alimentadas com 10% de sacarose e fémeas apds 48 horas de ingestao
sanguinea (figura 25-A). Observamos uma expressao do mRNA aproximadamente 9,4
vezes maior em fémeas alimentadas com sangue em relacédo a fémeas alimentadas

somente com agucar.

Havendo verificado uma maior expressao do mRNA da DNA topoisomerase |l em
resposta a alimentacdo com sangue nas fémeas adultas de Ae. aegypti, decidimos
verificar se esse aumento de expressao poderia ser relacionado a uma maior atividade
proliferativa associada aos ovarios. Na figura 25-B, observamos a variagao da expressao
do mRNA dessa enzima em trés diferentes 6rgaos de fémeas (ovario, intestino e corpo
gorduroso) apdés a alimentagdo com sangue. Nesta analise o ovario foi o 6rgao que
apresentou uma maior expressdao do mRNA, enquanto o corpo gorduroso apresentou
niveis mais baixos de expressao. Assim, no ovario a expressao do mRNA da AeTop?2 foi
cerca de 5,6 vezes mais elevada que no intestino e 10,9 vezes maior que no corpo

gorduroso.

Apesar de a representacdo grafica sugerir uma diferenca entre os valores de
expressao relativa para ovario, intestino e corpo gorduroso, a analise estatistica apontou

diferencas significativamente apenas entre ovario e corpo gorduroso (p < 0,05).
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Figura 25. Expressao relativa do mRNA da enzima DNA Topoisomerase Il em fémeas Ae. aegypti: Em
A temos a expressdo em fémeas alimentadas com sacarose e apos 48 horas do repasto sanguineo. Em B
temos a expressao nos orgaos (ovario, intestino e corpo gorduroso) de fémeas alimentadas com sangue. A
analise por RT-gPCR das amostras (fémeas: corpo inteiro) referentes ao grafico A, foi realizada pelo método
de comparacdo da expressao relativa 2@ (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), onde o RNA total de fémeas
alimentadas com sacarose foi utilizado como calibrador na analise. A analise referente ao B foi realizada
pelo método de expresséao relativa 27ACq (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008). Em ambas as analises os valores
séo normalizados em relagdo ao mRNA do gene referéncia S7. Top2: gene alvo. CG: Corpo gorduroso. Os
dados foram trabalhados com o programa GraphPad Prism (v.6.01), com as colunas representando as
médias e as barras o desvio padrao de trés experimentos independentes. A significancia estatistica em A foi
obtida com Teste t (p = 0,0476) e em B com o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e pos teste de
Dunn’s (p <0,05).

4.3.3 Hibridizacao in situ do mRNA da enzima AeTop2 no ovario de fémeas de Ae.
aegypti

Como foi visto no item 4.2.2, o ovario foi o 6érgédo analisado com maior expressao
relativa da enzima DNA topoisomerase Il. O ovéario de mosquitos é um O&rgéao
relativamente complexo, possuindo diferentes tipos celulares (ex. nutridoras, foliculares)
especializados na produgcdo e maturacdo dos ovocitos (BASILE, 1969) e, para
entendermos melhor a importancia dessa enzima para a fisiologia ovariana, realizamos a
deteccdo in situ do mRNA da enzima DNA topoisomerase || em ovarios dissecados de
fémeas adultas do mosquito Ae. aegypti. A sonda antisenso para o mRNA da enzima
AeTop2 apresentou marcagdo positiva na cor roxa ao longo das células epiteliais
foliculares de todo o ovario (figura 26-A e 27-A). A presenca de células nesta regiéo foi
confirmada pela fluorescéncia dos nucleos ao redor de cada ovdcito usando DAPI (figura
26-B).
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Figura 26. Hibridizagdo in situ do mRNA da enzima AeTop2 em ovarios de fémeas de Ae. aegypti
alimentadas com sangue. Em A e C: Imagens do campo claro de ovarios marcados com a sonda
antisenso e a sonda senso (controle) para 0 mRNA da AeTop2, respectivamente. As marcagdes positivas da
hibridizagao in situ sdo demostrados em roxo no tecido. Em B e D: fluorescéncia nuclear (marcagdo com
DAPI) dos mesmos campos mostrados no campo claro, respectivamente. Os ovarios foram obtidos 36 horas
apds a alimentagdo sanguinea. fc: células epiteliais foliculares; f2, f3: foliculos secundarios e terciarios.
Barras de escala: 0,5 mm. As imagens foram adquiridas com estereomicroscépio Leica, modelo M205.

Ao observarmos a camara de ovocitica separadamente em maior aumento (figura
27-B) identificamos nitidamente que a sonda antisenso do mRNA do gene da AeTop2
esta localizado nas células foliculares (fc) e na regido dos foliculos secundarios e

terciarios agrupados (f2 e f3), confirmando o acumulo do RNA da enzima nestas regides.
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Figura 27. Hibridizacéo in situ do mRNA da enzima AeTop2 nos foliculos ovarianos de fémeas Ae.
aegypti alimentadas com sangue. Em B e D: Imagens do campo claro da camara ovocitica
separadamente do ovarios, marcadas com a sonda antisenso AeTop2 e a sonda controle senso AeTop2,
respectivamente. As marcagdes positivas das hibridizagdes da sonda antisenso estdo em roxo no tecido.
Em C e E: fluorescéncia nuclear (marcagdo com DAPI) dos mesmos campos mostrados no campo claro
respectivamente. Os foliculos ovarianos foram obtidos de ovarios dissecados 36 horas apds a alimentagao
sanguinea. fc: células epiteliais foliculares; f2, f3: foliculos secundarios e terciarios. Barras de escala: 0,5

mm (A) e 0,2 mm. As imagens foram adquiridas com estereomicroscopio Leica, modelo M205.

Adicionalmente, a marcacao in situ para o0 mRNA do gene oskar foi empregada
como controle positivo para os passos da técnica (figura 28-A, B e C), sendo adicionada
ao conjunto de dados experimentais para visualizar o perfil de marcagdo de uma sonda de
mMRNA com padrdo ja conhecida ndo relacionada, descrita na literatura pela marcacao
pontual nos foliculos secundarios e terciarios (f2 e f3) em ovocitos nos estagios

embrionarios de Anopheles gambiae e Ae.aegypti (JUHN; JAMES, 2006).
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Figura 28. Hibridizagao in situ do mRNA do gene oskar em ovarios e foliculos ovarianos de Ae.
aegypti. Em A: Imagem do campo claro do ovario com a marcag¢ao da sonda antisenso do mRNA oskar.
Em B: Fluorescéncia nuclear (marcagdo com DAPI) do mesmo campo mostrado no campo claro. Em C: No
campo claro temos foliculos ovarianos separados marcados com a sonda antisenso oskar, demonstrando
um mesmo padrao de marcagdo em diferentes foliculos (f3 e f3) observados. Em D: Demosntragdo da
camara ovocitica em maior aumento com marcagdo da sonda antisenso oskar. Em E: Demosntragédo da
camara ovocitica em maior aumento com auséncia da marcagdo da sonda senso oskar controle. As
marcacdes positivas sdo mostrados em roxo. f2: foliculo secundario; f3: foliculo terciério. Barras de escala:
0,1 mm (Ae B) e 0,2 mm (C, D e E). As imagens foram adquiridas com estereomicroscopio Leica, modelo
M205.

4.4 Efeitos do inibidor etoposideo sobre as larvas de Ae. aegypti

4.4.1 Analise da sobrevivéncia das larvas de Ae. aegypti expostas ao inibidor
etoposideo (VP-16-213): bioensaio de atividade larvicida

Com a finalidade de investigar os efeitos da inibicdo da DNA topoisomerase |l
sobre o desenvolvimento do Ae. aegypti realizamos um bioensaio de atividade larvicida,
onde larvas no estagio L2 foram tratadas com concentragdes crescentes do inibidor
etoposideo/VP-16-213 (10, 50, 100, 150 e 200 uM) e monitoradas diariamente, ao longo
de 10 dias. O grafico de Kaplan-Meier pode ser utilizado para visualizar a sobrevivéncia
de organismos submetidos a determinados tratamentos em intervalos regulares de tempo
(RICH et al., 2010). No bioensaio, os tratamentos com etoposideo apresentaram diferenca

estatistica significativa em relagcdo ao controle (figura 29-A), mostrando redugao da
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sobrevivéncia das larvas, de acordo com o teste ndo paramétrico de Mantel-Cox (ou teste
de Log-rank, p<0,0042).

Observamos que a partir do 7° dia houve uma tendéncia mais acentuada ao
aumento na mortalidade das larvas no teste (figura 29-A), com o percentual de
sobrevivéncia de 81,67% para 10 uM, 83,33%, para 50 e 100 pM, 80% para 150 uM e
78,33% para 200 uM, enquanto o controle sem inibidor apresentou sobrevivéncia de 96%.
De uma forma geral, verificamos que, quanto maior a concentracdo do inibidor

etoposideo, maior a mortalidade das larvas de Ae. aegypti .
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Figura 29. Bioensaio com larvas de Ae. aegypti expostas ao etoposideo. A: Grafico de sobrevivéncia
Kaplan-Meier do bioensaio com concentragdes crescentes de etoposideo (inibidor da enzima DNA
topoisomerase Il). As larvas de controle foram expostas a 0,2% de DMSO. O teste de Log-rank de Mantel-
Cox indica diferenga significativa entre as curvas (p <0,0042) e o teste de Log-rank para tendéncia indica
efeito de dose significativo entre os tratamentos (p <0,0003). B: Proporgao de resultados observados para
larvas de Ae. aegypti no 10° dia de tratamento com etoposideo. O ensaio comegou com um total de 60
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larvas de segundo estagio (L2) para cada tratamento. O controle contendo apenas agua foi omitido da
representacgao grafica por apresentar valores muito préximos ao controle com DMSO.

Na tabela 1, podemos observar que ao final do bioensaio, no 10° dia de exposi¢ao
ao inibidor etoposideo, a mortalidade das larvas foi de aproximadamente 27% para as
concentracoes de 10uM e 50 uM, 30% para as concentragcdes de 100 yM e 150 uM e
38% para a concentragdo de 200 yM. De fato, quando os dados da curva de
sobrevivéncia sdo submetidos ao teste de Log-rank para tendéncias (Log-rank test for

trend), verifica-se um efeito de dose significativo (com p < 0,0003).

Tabela 1. Percentual de sobrevivéncia das larvas de Ae. aegypti no 10° dia de bioensaio com
etoposideo (VP-16-213).

Etoposideo
Controle Controle
(DMSO) (H,0) 10 uM 50 uM 100 uM 150 uM 200 pM
95% 93,33% 73, 33% 73, 33% 70% 70% 61, 66%

Com o objetivo de avaliar a capacidade das larvas tratadas com as concentragdes
crescentes de etoposideo completarem o desenvolvimento até o estagio de pupa, o
numero total de pupas formadas até o 10° dia de bioensaio foi contabilizado. Observamos
uma menor de formagao de pupas nos grupos com inibidor, quando comparados com o
grupo controle (57 pupas de 60 larvas iniciais). Com o objetivo de avaliar a capacidade
das larvas tratadas com as concentracoes crescentes de etoposideo completarem o
desenvolvimento até o estagio de pupa, o numero total de pupas formadas até o 10° dia
de bioensaio foi contabilizado. Observamos uma menor de formagéo de pupas nos grupos
com inibidor, quando comparados com o grupo controle (57 pupas de 60 larvas iniciais, ou
seja 95% formaram pupas). Assim foram observadas apenas 25 pupas na concentragao
de 10 uyM, 20 em 50 uM, 22 em 100 pM, 19 em 150 yM e 17 em 200 uM, valores que
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representam percentuais de reducao na formacao de pupas equivalentes a 51.2%, 58%,
56,41%, 61,67% e 65,2%, respectivamente (figura 29- B).

E importante ressaltar que parte das larvas que ndo sofreram metamorfose para o
estagio de pupa permaneceram no estagio de L2, L3 e L4, sendo possivel observar os
diferentes estagios de desenvolvimento em todas as concentragcbes do inibidor no
bioensaio. Ja as larvas do grupo controle iniciam a metamorfose em pupa e mosquitos
adultos a partir do 8° dia do bioensaio. Esses dados implicam em um possivel atraso no
desenvolvimento das larvas de Ae. aegypti, quando expostas ao etoposideo (figura 29-
B).

As pupas contabilizadas neste teste com inibidor (figura 29-B) levaram cerca de 3
dias no mesmo estagio e sofreram metamorfose em mosquitos adultos. A viabilidade
desses mosquitos no estagio adulto ndo foi acompanhada neste experimento, que se

ateve a verificagado da mortalidade das larvas e formacao de pupas no bioensaio.

4.4.2 Analise da morfologia das larvas de Aedes aegypti expostas ao
etoposideo: bioensaio de atividade larvicida

Além de promover uma mortalidade consideravel nas larvas de Ae. aegypti, o
tratamento com etoposideo causou alteracées morfologicas bastante notaveis nas larvas

do mosquito.

Na figura 30 temos um perfil das larvas encontradas a partir do 8° dia para o
controle e para as demais concentragdes de etoposideo usadas no teste (50, 100 e 200
MM). Nota-se que nesse intervalo de tempo as larvas controle apresentam caracteristicas
morfolégicas homogéneas, respeitando o padrdo de coloragédo e tamanho corporal do
quarto estagio de desenvolvimento larval (figura 30-A), enquanto as larvas expostas ao
inibidor apresentam perfil bastante heterogéneo, sendo possivel observar larvas de
diferentes tamanhos compativeis com o segundo e terceiro estagio de desenvolvimento,
com coloragdo esbranquicada a transparente (se observadas a olho nu). Podemos
observar também individuos com curvatura corporal atipica e apresentando alteracdes

morfoldgicas no térax e no sifao (figura 30-B, C e D). A figura 30 apresenta alguns pools
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(ou grupos) representativos de larvas para mostrar que os efeitos do inibidor sobre o
desenvolvimento e a morfologia larvais ndo seguem um unico padrao de agao, resultando
em diferentes alteragbes fenotipicas nas larvas expostas, quando comparadas ao controle
nao tratado.

Figura 30. Conjunto de imagens representativas de larvas de Ae. aegypti observadas no 8° dia de
exposi¢ao ao inibidor etoposideo. Em A temos as larvas do grupo controle (0,2% de DMSO) no 4°
estagio de desenvolvimento, apresentando um perfil morfolégico homogéneo entre os individuos. Em B, C e
D temos as larvas expostas as concentragdes de 50 uM, 100 uM e 200 uM de etoposideo, respectivamente.
A aquisicdo de todas as imagens foi feita com 10,5 x de magnificagdo (barra de escala em 2 mm), em
microscopio esteroscopico Leica, modelo M205.

Na figura 31, as alteragbes morfoldgicas encontradas no bioensaio estdo
apresentadas com maior detalhamento. Na figura 31-A, B e C, podemos notar que as

larvas do grupo controle de Ae. aegypti apresentam caracteristicas tipicas do quarto
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estagio de desenvolvimento do mosquito, com perfil de pigmentagéo corporal, a anatomia
corporal apresentando cabega, térax e os oito segmentos abdominais regulares. Como
esperado, as larvas do grupo controle possuem a estrutura do segmento posterior ao
abdémen (lébulo anal) com os dois pares de branquias (transparentes ao olho nu) e

apresentam anatomia regular do sifao.

Em contraste com o grupo controle, nas concentracdes de 50 e 100 uM do inibidor,
as larvas expostas ao etoposideo apresentam alteracbes morfoldégicas quanto a
pigmentacao corporal, que apresenta uma tonalidade mais escura nas regides do torax e
dos segmentos abdominais, incluindo o surgimento de um perfil de pigmentacéo atipico
nos pares de branquias anexas ao Iébulo anal, sendo essas estruturas encontradas mais

infladas e com certa turgidez (figura 31-D, E, F, G, H, I).

Na figura 32-J, K, L e M, representativa do bioensaio na concentragéo de 200 uM
de etoposideo, foram observados pontos bem definidos e arredondados na cor preta no
térax e na regido proxima a cela incompleta do I6bulo anal das larvas. Algumas das
caracteristicas mais notaveis das larvas submetidas a esse tratamento sdo as
heterogeneidades em relacdo aos tamanhos corporais e também a coloracdo mais leitosa
ou transparente dos individuos, principalmente a olho nu, caracteristica mais tipica nos

estagios larvais mais iniciais, apds a eclosédo dos ovos

Com relacdo ao tubo respiratorio, que participa da composicdo do sifao,
verificamos que essa estrutura ndo apresenta alteragdes morfologicas fenotipicas
significativas ou observaveis nas magnificagcbes empregadas, para todas as

concentracdes de etoposideo utilizadas no bioensaio (figura 31).
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Figura 31. Morfologia de larvas de Ae. aegypti apos 10 dias de exposi¢gdo ao etoposideo. A, B e C:
Controles submetidos a tratamento com 0,2% de DMSO, em A uma larva inteira com pigmentagéo e
anatomia corporal normal (20x). Em B, uma larva na posigao ventral (20%) e em C (63x) a estrutura do sifao
e do conjunto de branquias do Iébulo anal transparente caracteristico (a seta indica o térax e a ponta da
seta a estrutura composta pelo sifao e pelo I6bulo anal). D, E e F: Larvas do bioensaio tratadas com 50 yM
de etoposideo. Em D, uma larva inteira com pigmentacéo escura por toda extensédo corporal (20%x). Em E, o
torax larval apresentando morfologia irregular (40x) e em F, temos o rompimento do 8° segmento ligado ao
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sifdo e as branquias infladas pela deposi¢cdo do material escuro através do tubo corporal (40x). G, H e I:
Larvas do bioensaio tratadas com 100 uM de etoposideo. E observada uma pigmentacdo mais acentuada
ao longo de todo tubo corporal. Em G temos uma larva inteira (20 x). Em H temos parte de uma larva, com
a seta indicando manchas escuras ao longo dos segmentos (40 x). Em |, temos a morfologia das branquias
completamente alterada (80 x), com ponta da seta indicando a disposigdo de uma das branquias. J, K, L e
M: Larvas do bioensaio tratadas com 200 uM de etoposideo. Em J temos uma larva inteira com morfologia
alterada no Iébulo anal e aparelho bucal (35 %), indicados pela ponta de seta. Em K observamos manchas
pretas na estrutura do Iébulo anal (80 x). Em L, temos uma larva inteira apresentando coloragéo
esbranquigcado-leitosa por todo corpo e alteragdo nas morfologias do aparelho bucal e do térax (pontos
pretos) (35 x), com a seta indicando os segmentos e a ponta da seta o térax. Em M temos o térax em maior
aumento (80x). Todas as imagens foram adquiridas em microscépio esteroscépico Leica, modelo M205
(barra de escala em 1 mm).

O bioensaio possibilitou também a observacdo de alteragdes morfologicas
causadas pelo tratamento com etoposideo na formagao das pupas (figura 32). Podemos
observar diferengas nas caracteristicas determinantes desse estagio nas pupas dos
grupos tratados, quando comparadas as pupas do grupo controle. Na figura 32-A, temos
uma pupa controle com anatomia corporal regular dividida em cefalotérax (cabeca e térax)
e abdémen, apresentando um formato caracteristico de “virgula” quando vista de perfil.
Também é possivel observar as paletas natatérias com perfil caracteristico no 8°
segmento, permitindo a flutuagdo e os movimentos adequados na superficie da agua,

fatores importantes para emergéncia do inseto adulto.

As pupas formadas durante a exposi¢cao na concentracdo de 50 uM etoposideo
nao apresentaram curvatura corporal normal (o formato de virgula), mantendo os
segmentos abdominais retos apos a metamorfose (figura 32-B). Esta anatomia corporal
aberrante foi observada por até quatro dias, o que resultou em uma menor capacidade de
flutuacao desses individuos. As pupas encontradas na concentracdo de 100 uyM do
inibidor, além da auséncia da curvatura tipica em virgula, também apresentaram uma
pigmentagcdo escura por toda extensao do cefalotérax e abdémen (figura 32-C). Ja na
concentracao de 200 uM de etoposideo, as pupas, além de nao apresentarem o aspecto
de virgula caracteristico, exibem também alteragdes morfologicas no 3° segmento
abdominal e problemas na metamorfose durante a emergéncia do mosquito adulto, com

um possivel rompimento incompleto do cefalotérax (figura 32-D).
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Figura 32. Pupas de Ae. aegypti formadas durante a exposic¢ao ao inibidor etoposideo (visao lateral).
Em A, uma pupa controle com desenvolvimento normal de suas estruturas, pigmenta¢ao normal e curvatura
tipica com aspecto de virgula. A ponta da seta aponta para o cefatérax (regido anterior) e a seta aponta para
os segmentos abdominais (regido posterior). Em B, temos a pupa formada na concentragdo de 50 uM de
etoposideo, com auséncia da curvatura tipica dos segmentos. Em C, temos a pupa formada na
concentragdo de 100 pM de etoposideo, apresentando pigmentagdo escura por toda extensdo corporal e
auséncia de curvatura tipica. Em D, temos a pupa formada na concentragdo de 200 uM de etoposideo,
apresentando diferengas na estrutura do 3° segmento e problemas na metamorfose em adultos. Aquisi¢ao
em 35 x de magnificagdo (barra de escala em 1 mm) para todas as imagens. As imagens foram obtidas em
microscopio esteroscopico Leica, modelo M205.

4.5 Efeitos do inibidor da enzima DNA topoisomerase Il sobre as células de

origem embrionaria Aag2 de Aedes aegypti

4.5.1 Perfil de viabilidade celular das células Aag2 expostas ao inibidor
etoposideo: viabilidade e proliferagao celular

A determinacéao da citotoxidade ao etoposideo nas células da Aag2 foi determinada

pelo ensaio de reducdo de MTT nas concentragdes de 1, 10, 25, 50, 75 e 100 uM por 24,
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48 horas. Através dos valores de densidade optica (DO) obtidos em cada intervalo de
exposicao ao inibidor em relacdo ao controle observamos que o efeito citotdoxico nas
células é dependente da dose e do tempo de tratamento. Dessa forma, o ensaio de
reducdo do MTT reflete a reducdo da viabilidade celular em consequéncia da

concentracao e tempo de exposi¢ao ao inibidor etoposideo (figura 33).

Foram obtidas curvas para cada um dos dois tempos de tratamento estudados. As
curvas foram obtidas por regressao nao linear e refletem a viabilidade celular em funcéo
da concentragcdo do inibidor etoposideo (figura 33- A, B). A partir dessas curvas de
sobrevivéncia foram obtidos os valores de ICsp médio em 24 horas (121,45 uM) e ICsp

meédio em 48h (64,78 uM), representados na tabela 2.
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Figura 33. Analise da viabilidade celular pelo método de MTT das células Aag2 expostas a
concentragoes crescentes do inibidor etoposideo. Os graficos expressam as curvas dose resposta das
células para o etoposideo em cada tempo de exposi¢do em relagdo ao controle (0,25% de DMSO). O
inibidor foi usado nas concentracdes de 1, 10, 25, 50, 75 e 100 uM. A: 24 horas de exposigéo, B: 48 horas
de exposicdo. As curvas foram obtidas através de regressédo nao linear com as concentragdes do inibidor
em escala logaritimica, utilizando o programa GraphPad Prism (v.6.01).

Tabela 2. Valores de IC5, médio em uM utilizando o ensaio de MTT para células Aag2 tratadas
com etoposideo (VP-16-213).
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Tempo de Numero de

exposicdo ao repeticdes ICso medio Intervalo de Intervalo de Desvio padrao
e’fz) ozideo ex grimgentais para celulas confianga confianga médio (5)0 IC
(VPE)1 6-213) (ind‘()ependentes) Aag? inferior a 95%  superior a 95% %0
24 horas N=5 121,45 71,44 206,53 1,53
48 horas N=6 64,78 52,11 80,53 1,22

Na figura 34, a proliferacdo celular é expressa graficamente tanto através dos
valores de DOs obtidos na leitura do teste quanto pelo percentual dos valores
normalizados. Pelo fato da analise da colorimétrica ser uma medida quantitativa arbitraria
do método, as duas representacdes graficas permitem uma melhor interpretacdo da

analise de proliferacao celular.

A proliferagao celular das células Aag2 foi avaliada em 24, 48, 72 e 96 horas apds
a exposicao com o inibidor etoposideo nas concentracoes de 1, 10, 25, 50, 75 e 100 uM.
No tempo de exposi¢cdo de 24 horas com o inibidor apenas a concentracdo de 1 uM né&o
apresentou diferenga estatistica em relagédo ao controle (p = 0,05), enquanto as demais
concentragbes apresentaram diferenca estatistica em relagéo ao controle (p < 0,05). Houve
também diferencga significativa entre as concentra¢des de 1 uM e 100 uM (p < 0,05; figura 34-
A). Ja os percentuais de inibigdo da proliferagéo celular decresceram de 81,11% a 43,08%,
conforme aumentou a concentragao do inibidor (figura 34- B). Um pos teste para detecgéo de
uma tendéncia linear nos dados revelou um efeito de dose na inibicado da proliferacao celular

em 24 h de tratamento, com inclinagéo (slope) significativa de - 0,1323 (p < 0,0001).

Os efeitos na proliferacao das células sdo mais pronunciados nos intervalos de 48,
72 e 96 horas de tratamento para todas as concentrag¢des de inibidor usadas no ensaio,
demonstrando diferenca em relagdo aos controles sem tratamento. Apds 48 horas de
exposigao ao inibidor etoposideo (figura 34- C) todas as concentragdes apresentaram
diferenca estatistica em relagcdo ao controle (p < 0,05). Entretanto, ndo foi detectada
diferenca estatistica entre as concentragbes no ensaio (figura 34- C). J& os percentuais de
inibicdo da proliferagéo celular decresceram de 52,08% a 22,22%, para as concentragbes

crescentes do inibidor no ensaio (figura 34- D). O pos teste para detecgéo de tendéncia linear
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nos dados revelou um efeito de dose na inibicdo da proliferacdo celular em 48 h de

tratamento, com inclinagéo (slope) significativa de -0,1653 (p < 0,0001).

No intervalo de 72 horas de tratamento todas as concentracbes apresentaram
diferenca estatistica em relagao ao controle no ensaio (p < 0,0001). Todos os tratamentos
apresentaram também diferenga significativa em relagdo ao tratamento com 1 yM de
etoposideo (p < 0,0001). Entre os demais tratamentos, apenas entre 10 uM e 50uM, 25
MM e 50 uM e entre 50 uM e 75 pM nao foi encontrada diferenga significativa (p = 0,05)
(figura 34- E). Para esse tempo de tratamento, os percentuais de inibicado da proliferagéo
celular decresceram de 56,91% a 9,15%, para as concentragdes crescentes do inibidor
(figura 34- F). O pos teste para deteccao de tendéncia linear nos dados revelou um efeito de
dose na inibigdo da proliferacdo celular em 72 h de tratamento, com inclinagéo (slope)
significativa de -0,2359 (p < 0,0001).

Finalmente, em 96 horas de ensaio com inibidor etoposideo, mais uma vez todas
as concentragdes apresentaram diferenga estatistica em relagdo ao controle no ensaio (p
< 0,0001). Ja entre as diferentes doses do inibidor no ensaio foram detectadas diferengas
significativas entre 1 uM e 50 yM (p < 0,01), 1uM e 75 uM (p < 0,001), 1 uM e 100 uM (p <
0,0001), 10 pM e 50 uM (p < 0,05), 10pM e 75 uM (p < 0,01), 10 uM e 100 uM (p < 0,001)
e 25uM e 100 pM (p < 0,05) (figura 34- G). Neste tempo de ensaio os percentuais de
inibicdo da proliferagéo celular decresceram de 49,25% a 7,23%, para as concentragbes
crescentes do inibidor no ensaio (Figura 34- H). O pés teste para deteccao de tendéncia
linear nos dados revelou um efeito de dose na inibicdo da proliferagcao celular em 96 h de

tratamento, com inclinagéo (slope) significativa de -0,2547 (p < 0,0001).

Os painéis da microscopia de fluorescéncia em DAPI das células expostas ao inibidor
demonstram o perfil (qualitativo) da distribuigdo dos nucleos nos tempos de exposigdo do
ensaio (figura 34). Foi possivel observar para todos os tempos (24, 48, 72 e 96 horas) uma
reducdo do numero de células se comparado aos seus respectivos controles, confirmando

assim a redugao do padréo proliferativo ao longo do teste.

A figura 35 ilustra o padrao de incorporagao do corante cristal violeta em placa de 24
pocos para 48 e 96 horas de exposi¢cdo ao inibidor nas concentragdes de 1, 10, 50 e 100 uM

de etoposideo nas células Aag2. A densidade de células coradas com o cristal violeta se
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torna menor a medida que as concentracbes do inibidor aumentam no ensaio, sendo

observadas como pontos em roxo na placa.
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Figura 34. Analise da proliferagao celular das células Aag2 expostas a doses crescentess do inibidor
etoposideo pelo método de cristal violeta. Os graficos expressam em paralelo o perfil de proliferagdo
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celular neste método estimado pela densidade éptica (DO) e através na normalizagédo dos valores de DO
em porcentagem. Sendo (A e B): 24 horas de exposicéo, (C e D): 48 horas de exposigéo, (E e F): 72 horas
de exposicao e (G e H): 96 horas de exposigéo. O inibidor etoposideo foi usado nas concentragdes de 1, 10,
25, 50 75 e 100 pM.Para detecgéo de diferengas estatisticas foram utilizados o teste ANOVA (One Way
Analysis of Variance) e o pos teste de Tukey-Kramer (Tukey’s Multiple Comparison Test) para a comparagao
entre os grupos experimentais. Os asteriscos no grafico indicam a diferenga estatistica entre as doses do inibidor
e o controle (0,25% de DMSOQ). As diferencas estatisticas encontradas entre as doses nao estéo representadas.
(*): p <0,05; (**): p <0,01; (***): p<0,001 e (***): p <0, 0001. Os dados foram trabalhados com o programa
GraphPad Prism (v.6.01).

Controle

1 uM 100 uM

Figura 35. Pogos de cultura de células coradas com cristal violeta apds 48 e 96 horas de exposigao a
doses crescentes do inibidor etoposideo. O inibidor foi usado nas concentragbes de 1, 10, 50 e 100 pM,
em placas de cultura de 24 pogos com fundo chato.Nota-se que a desidade da cor violeta torna-se menor a
medida que a concentragdo do inibidor aumenta no teste. Controle: 0,25% de DMSO.

10 pM 50 puM

96 h

4.5.2 Analise morfolégica das células Aag2 expostas ao etoposideo por
histoquimica com hematoxilina e eosina (HE)

Com o objetivo de observar possiveis alteragées morfoldgicas nas células Aag2
tratadas com etoposideo, foi realizada uma analise histoquimica com os corantes
hematoxilina e eosina (HE). Foram observadas principalmente alteragées morfoldgicas no
volume citoplasmatico destas células, pois obtivemos uma coloragdo reduzida dos

nucleos pela hematoxilina com esse método de coloragao.

Na figura 36 e 37 as imagens sao dispostas em paralelo em duas magnificagbes
diferentes, possibilitando a comparagdo entre proporgao celular e os contatos célula-
célula. Assim, na histoquimica com HE observamos uma perda gradual da uniformidade

do citoplasma das células que constituem as monocamadas nos intervalos de tempo de
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48 e 96 horas de exposicao ao etoposideo. Com o tratamento, as células passam a
assumir uma morfologia arredondada, com redugéo ou auséncia de jung¢des celulares e
com grande redugdo do conteudo do citoplasma, caracteristica denominada como

retracao citoplasmatica (KERR, 1993).

Em 48 horas os efeitos do inibidor sdo mais pronunciados em 10 uM (figura 36-E e
F), 50 uM (figura-36 G e H) e 100 yM (figura-36 | e J), com células apresentando uma
morfologia mais arredondada e sem proje¢des aparentes (indicado pelas setas). Apesar
do volume de células coradas em HE demonstrarem um perfil de adesdao semelhante ao
controle, é possivel notar a formacao de espagos bem definidos (indicado por asteriscos)
a medida que as células retraem do substrato (figura 37). Para esse mesmo tempo de
tratamento, a concentracdo de 1uM (figura 37- C e D) produz alteragdes mais sutis nas

células em cultura.

Em 96 horas de tratamentos efeitos do inibidor s&o evidentes até mesmo na menor
concentragao de 1 uM (figura 37-C e D) e se tornam mais pronunciados a medida que a
concentracao do etoposideo aumenta no ensaio, como pode ser observado nas
concentragoes de 10 uM (figura 37- E e F), 50 uM (figura 37- G e H) e 100 pM (figura 37- |
e J). Os danos celulares sdo acentuados pelo maior tempo de exposigao ao inibidor,
podendo ser observados pela presengca de um citoplasma residual que se cora mais

fracamente com eosina (indicado pela seta) (figura 37- D, F e H).
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Figura 36. Alteragoes morfoldgicas das células Aag2 apdés o tratamento com etoposideo por 48
horas. Culturas de células Aag2 tratadas com diversas concentragdes de etoposideo foram coradas com
hematoxilina/eosina e observadas em microscopia 6ptica de campo claro. Em (A-B) temos o controle
(0,25% de DMSO) e os tratamentos nas concentragdes de 1uM (C- D), 10 uM (E-F), 50 yM (G-H) e 100 pM
(I e J). Os asteriscos indicam alteragbes na monocamada de células e as setas apontam para retragéo
citoplasmatica (células arredondadas e isoladas). As barras de escala representam 100 um (painéis a
esquerda) e 50 ym (painéis a direita). A analise das imagens foi feita com base em trés experimentos
independentes em triplicata, sendo trés ou mais imagens capturadas de cada repeticdo, em diferentes
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aumentos por campo de observagdo. A aquisicdo das imagens foi realizada no microscépio Nikon, modelo
Eclipse 80i.
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Figura 37. Alteragdes morfolégicas das células Aag2 apés o tratamento com etoposideo por 96
horas. Culturas de células Aag2 tratadas com diversas concentragdes de etoposideo foram coradas com
hematoxilina e eosina e observadas em microscopia 6ptica de campo claro. Em (A-B) temos o controle

(0,25% de DMSO) e os tratamentos nas concentragdes de 1uM (C- D), 10 uM (E-F), 50 yM (G-H) e 100 pM
(I e J). As setas apontam para possiveis restos ou residuos citoplasmaticos e células com morfologia
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citoplasmatica muito alterada. As barras de escala representam 100 pm (painéis a esquerda) e 50 um
(painéis a direita). A analise das imagens foi feita com base em trés experimentos independentes em
triplicata, sendo trés ou mais imagens capturadas de cada repeticdo, em diferentes aumentos por campo de
observagdo. A aquisigdo das imagens foi realizada no microscopio Nikon, modelo Eclipse 80i.

4.5.3 Analise das alteragoes morfolégicas nucleares causadas pelo inibidor
etoposideo nas células Aag2

Por meio de analises de microscopia éptica das células Aag2 é possivel investigar
alguns dos efeitos celulares da inibicao da atividade da enzima DNA topoisomerase Il. Em
conjunto, a analise morfolégica das células Aag2 expostas ao etoposideo empregando a
microscopia optica de fluorescéncia com DAPI (que revela os nucleos celulares) e a
microscopia optica de contraste de fase nos permitem uma observacdo do perfil dos
nucleos e também sobre algumas das estruturas celulares e do volume citoplasmatico na

presenca do inibidor.

Através da fluorescéncia com DAPI observamos alteragao no perfil caracteristico
dos nucleos, quando comparamos com o controle, que pode ser notado ao longo dos
tempos de exposigao e para todas as concentragdes de etoposideo usadas no ensaio (1,
10, 50, 100 uM) (figura 38- A e B).

De uma forma geral podemos observar que as células passam a se apresentar
isoladas e com aparéncia mais irregular em 24 e 48 horas de tratamento com as diversas
concentragbes de etoposideo (figura 38-A). Com 24 horas de ensaio para as
concentragdes de 10uM, 50uM e 100 uM, ja é possivel observar nucleos picnéticos (cuja
cromatina estd extremamente condensada) e nucleos fragmentados, com morfologia
atipica caracteristica de nucleos apoptéticos (indicado pelas pontas de setas na figura 38-

A, painel 24 horas).

Em 48 horas de exposicdo ao etoposideo fica mais nitida a condensacao da
cromatina e a fluorescéncia dos nucleos se tornam menor e mais centralizada (em 1 uM,
10 yM e 50 uM). Nesse intervalo de tempo os nucleos fragmentados estdo mais
presentes na concentracdo de 100 uM de etoposideo (figura 38-B). O perfil de alteragao
morfolégica nos nucleos se mantém nos tempos mais extensos do ensaio (72 e 96 horas,
figura 38- B, respectivamente). Também nesses intervalos de tratamento, a concentracao

de 100 uM é que apresenta os efeitos mais drasticos na fragmentagao nuclear.
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As células submetidas a tratamento com 1 uM de etoposideo apresentaram uma
menor capacidade proliferativa quando comparadas aos controles. Entretanto, apesar de
demorarem mais para se dividir, essas células apresentam poucas alteracoes

morfolégicas observaveis, quando comparadas as culturas sem tratamento (figura 38- B).

Com relagado a morfologia celular geral, com a microscopia Optica de contraste de
fase, podemos observar que os controles sem tratamento crescem para formar uma
cultura em monocamada, com suas superficies bem espalhadas e aderidas sobre o
substrato. Ja para a maior parte dos tratamentos, em especial para 10 yM e 50 yM, o
espalhamento das células pelo substrato é muito menor. Além disso, a area observavel do
citoplasma parece reduzida e bastante justaposta ao nucleo, se comparado com a
microscopia optica de fluorescéncia com DAPI (figura 38), sugerindo que esteja ocorrendo
uma retragao citoplasmatica. O tratamento com 100 uM de etoposideo € o que mais afeta
a morfologia das células, que ja em 24 horas de tratamento se encontram anormalmente
arredondadas (figura 38- A). Para essa concentragéo, o tempo 96 horas exibe o aspecto

caracteristico de um amontoado de restos celulares (figura 38- B).



139

anm.

48 horas

24 horas

<

gjoo]




140

10 uM 1M Controle

50 ym

100 yMm

Figura 38. Perfil dos nucleos e morfologia celular das células Aag2 apés o tratamento com
etoposideo. No painel A temos 24 e 48 horas de exposicdo e no painel B temos 72 e 96 horas de
exposigdo nas concentragdes de 1, 10, 50 e 100 uM respectivamente para todos os tempos observados.
As microscopias da fluorescéncia dos nucleos em Dapi e contraste de fase das células estdo dispostas em
paralelo respeitando o mesmo campo. A aquisi¢do das imagens foi realizada no microscépio invertido de
fluorescéncia Leica, modelo DMI4000 B, em magnificagdo de 63x. Todas as barras de escala apresentam
comprimento de 50 ym.
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4.6 Avaliacao da morte por apoptose em células Aag2 expostas ao inibidor
etoposideo

4.6.1 Fragmentacao internucleossémica do DNA

A degradacido do DNA por DNAses enddgenas € uma caracteristica bioquimica da
apoptose, onde as caspases efetoras ativas ativam as DNAses (em particular a enzima
CAD - Caspase Activated DNAse), o que faz com que ocorra a degradacgao parcial do
DNA nuclear em regides internucleossébmicas, gerando fragmentos de DNA em multiplos
de 200 pares de bases, que podem ser observados em gel de agarose com um padrao
classico de “escada” (ARENDS et al., 1990).

Para investigar a degradacgéo regulada do DNA nuclear das células Aag2 de Ae.
aegypti tratadas com o etoposideo extraimos o DNA total das células apos 48 e 96 horas
de tratamento com esse inibidor e o submetemos a eletroforese em gel de agarose. O gel
do DNA gendmico das células expostas ao inibidor etoposideo nas concentragdes de
10uM (2 e 6), 50uM (3 e 7), 100 uM (4 e 8) e o controle (1, 5) por 48 horas (1, 2,3 e 4) e
96 horas (5, 6, 7, 8) demonstra fragmentagcdo do DNA nestas amostras em ambos os
intervalos de tempo (48 e 96 horas), com um “padrao de escada” compativel com o perfil
de fragmentagao internucleossdbmica do DNA gendmico caracteristica da apoptose (figura
39).

Durante 48 horas de exposicdo ao etoposideo o perfil de degradagao
internucleossdmica do DNA gendmico € menor na concentracédo de 10 uM e se torna mais
acentuado nas concentracdes de 50uM e 100 uM. Podemos notar também que a cultura
controle apresenta morte celular apoptética em niveis basais. Esse cenario sugere um
efeito dose dependente do inibidor etoposideo sobre a apoptose nessas células (figura
39).

Em 96 horas observamos que a intensidade da degradacdo do DNA
internucleossémico nas células Aag2 é mais evidente nas concentracoes de 10 e 100 uM
do etoposideo, comparadas aos niveis de fragmentacao vistos no controle. Ja em 50 uM
o perfil de degradacao internucleossémica do DNA esta aparentemente reduzido (figura
39).
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Etoposideo

Figura 39. Fragmentagao internucleossomica do DNA de células Aag2 expostas ao etoposideo. Gel
de agarose 1,8% submetido a eletroforese e corado com brometo de etideo. As raias numeradas de 1 a 4
correspondem a culturas tratadas durante 48 horas com etoposideo, nas doses de 10 uyM (raia 2), 50 yM
(raia 3), 100uM (raia 4) ou com o veiculo/controle (0,25% de DMSO; raia 1). As raias numeradas de 5 a 8
correspondem a culturas tratadas durante 96 horas com etoposideo, nas doses de 10 uyM (raia 6), 50 yM
(raia 7), 100 uM (raia 8) ou com o veiculo/controle (0,25% de DMSQ; raia 5). No poco inicial e final do gel
visualizamos o padrdo de peso molecular (O’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, Thermo Scientific™). A
presenca de bandas com o tamanho das menores bandas do padrdo € um indicativo de apoptose nas
células expostas ao etoposideo.

4.6.2 Marcacao das células Aag2 com Anexina V-FICT e iodeto de propideo

Os resultados observados no ensaio de marcacao das células Aag2 com Anexina
V-FICT (marcador da exposicao de fosfatidilserina no folheto externo da membrana
plasmatica) e iodeto de propideo (Pl; marcador do DNA e do comprometimento da
permeabilidade da membrana plasmatica). Esses experimentos tiveram como objetivo
promover uma possivel interpretacao dos efeitos do inibidor e do curso temporal dos

estagios iniciais da morte por apoptose nessas células.

Sabemos que para uma melhor correlagao dos eventos observados nesta sesséao é
necessaria a quantificagdo do sinal fluorescente de cada marcador empregado aqui nos
tratamentos em questdo. Todavia o conjunto de dados serd mencionado de forma
preliminar no referido trabalho apenas de forma qualitativa, analisando a presenca
(marcagao positiva) ou auséncia (marcacado negativa) de Pl e Anexina- V-FICT sem

aspectos proporcionais na interpretacdo da técnica.
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Apds 6 horas de exposicdo ao inibidor etoposideo (figura 40-A), as células
apresentam marcacao positiva para Anexina V e Pl de forma mais evidente nas
concentragcdées de 50 uM e 100 uM, se comparadas ao controle sem tratamento. Esses
dados sugerem que muitas das ceélulas nesse tratamento estejam em um estado mais
avancado da apoptose, com exposicdo de fosfatidilserina e comprometimento da
permeabilidade da membrana. Curiosamente, a marcacdo de Anexina-V foi bem mais
intensa no tratamento de 50 yM do que nas demais concentragcdes do inibidor, sugerindo
que os eventos de morte celular programada tenham se iniciado antes para essa

concentracao do inibidor.

Em 18 horas de exposi¢cao ao etoposideo (figura 40- B), a marcagao positiva para
Anexina V é mais evidente nas concentragdes de 1 e 100 uM do ensaio, se comparadas
ao controle e ao tempo de 6 horas. A marcacao para Pl se encontra de forma semelhante
e pouco intensa em todos os tratamentos. Portanto, é possivel que em 18 horas, para
esses dois tratamentos, uma proporgéao significativa das células se encontre nos estagios
iniciais da apoptose, com exposi¢ao de fosfatidilserina em suas superficies, sem terem

ainda sofrido a reducao na permeabilidade da membrana plasmatica.

O perfil de marcagcdo em 24 horas de exposicao ao inibidor apresenta marcacao
positiva para Anexina-V mais pronunciada nas concentragdes de 1 e 10 uM do ensaio,
cobrindo em verde toda area observada, enquanto fica bastante reduzida para as
concentracoes de 50 e 100 uyM. Ja a marcacdo para Pl € mais evidente em 1uM,
apresentando uma maior area de observagdo em vermelho. Esse perfil sugere que uma
proporcao significativa das células tratadas com 1 uM se encontra em um estado mais
avancado da apoptose, com exposicdo de fosfatidilserina e comprometimento da
permeabilidade da membrana, enquanto muitas das células tratadas com 10 uM estao
ainda nos estagios mais iniciais, sem comprometimento da permeabilidade da membrana
(figura 40-C).

No ultimo ponto de observagao, apds 48 horas de exposi¢cao ao etoposideo (figura
40- D), observamos que ocorre a intensificagdo da marcagao positiva para Anexina-V e Pl

em todas as concentragdes de etoposideo usadas do ensaio. O padrao de distribuicdo
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dos marcadores ocorre de forma semelhante nas células nesse tempo experimental. Essa
marcagao sugere que a maior parte das células se encontra nos estagios mais avangados

da morte apoptética no tempo de 48 horas, para todas as concentragdes do inibidor.
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Figura 40. Marcagdao com iodeto de propideo e Anexina V-FICT para analise da morte celular por
apoptose em células Aag2 expostas ao etoposideo (6,18, 24 e 48 horas). As células foram expostas ao
inibidor nas nas concentragde de 1, 10, 50 e 100 uM, por 6 horas (painel A), 18 horas (painel B), 24 horas
(painel C) e 48 horas (painel D). O painel referente a cada tempo de tratamento tras no quadrante superior a
marcacao positiva para anexina V-FICT, no quandrante intermediario a marcagéo positiva para iodedo de
propideo e no ultimo quadrante a sobreposi¢cao das duas marcagdes. A aquisi¢gdo das imagens foi realizada
no microscoépio invertido de fluorescéncia Leica, modelo DMI4000 B, em magnificagdo de 20 x. Todas as
barras de escala apresentam comprimento de 100 pm.
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4.7 Avaliacao do ciclo celular de células Aag2 utilizando citometria de fluxo

Com o objetivo de avaliar os efeitos da inibicdo da DNA topoisomerase Il de Ae.
aegypti sobre o ciclo celular das células embrionarias Aag2, empregamos uma
abordagem de citometria de fluxo, na qual o método utilizado foi baseado na avaliagao da
incorporacdo de iodeto de propideo no DNA em células fixadas e permeabilizadas
(DARZYNKIEWICZ; HUANG, 2004). Neste ensaio foi estimada a proporgcao de células em
cada fase do ciclo celular ou em apoptose, pela medida da intensidade da fluorescéncia
para cada goticula contabilizada pelo citémetro de fluxo. O ensaio seguiu um curso
temporal (6, 18, 36 e 48 horas) para as trés concentragdes (10, 50 e 100 pM) do

etoposideo, as quais as células Aag2 foram expostas.

A analise dos resultados de citometria de fluxo nesta sesséo faz uma abordagem
referente aos perfis encontrados nos histogramas em diferentes tempos de exposigéo ao
inibidor, ndo se atendo aqui aos dados quantitativos, em porcentagem, demonstrado nos
painéis. A descricao deste resultado teve como objetivo descrever os possiveis eventos

causados nas células por fase do ciclo celular.

Na figura 41, os histogramas controles sdo representativos de células no tratadas
apos 18 horas do inicio do experimento. O tempo de 18 horas é também representativo
dos controles nos demais tempos experimentais e apresenta um perfil convencional de
ciclo celular, com aproximadamente 37% das células em fase G1/GO (2C, com C
correspondendo ao conteudo de DNA de uma célula haploide) e 54% em G2/S/M (>2C
até 4C). Curiosamente, cerca de 8,5% das células é encontrada com 4 conjuntos de
cromossomos homologos (8C). Essa ultima populagdo parece assumir um perfil
tetrapléide, aparente como um terceiro pico no histograma. Assim as comparagdes

realizadas nos tratamentos fazem alusao a este perfil grafico controle.

Durante a exposigdo com 10 uM de etoposideo (figura 41- A), no histograma de 6
horas notamos que a proporcdo de células em G1/G0 e S/G2/M se inverte quando
comparamos com o controle. Em 6 horas de tratamento temos quase duas vezes mais
células em S/G2/M do que em GO/G1. Ja a populagao tretrapldide sofre um aumento
perceptivel, dobrando sua quantidade em relagdo aos controles sem tratamento. Em 18

horas de tratamento observamos que a populacédo de células em G1 se esgota e que a
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maioria das células se encontra em S/G2/M. Observamos mais uma vez um aumento na
populacdo tetrapldide. JA em 36 horas desse tratamento continuamos observando a
auséncia de G1/G0, coma maioria das células em S/G2/M. Além disso, a populagao
tetrapléide atinge seus niveis mais altos, quase se equiparando a populagéo de células
em S/G2/M. Nesse mesmo ponto de tempo podemos perceber que uma populagcéo
consideravel de células sofreu apoptose, havendo uma quantidade consideravel de
corpos apoptéticos na regido do histograma proxima da origem. Finalmente, em 48 horas
de tratamento, quase a totalidade das células se encontra em S/G2/M, com a populacao
tetraploide reduzida para niveis proximos aos dos controles sem tratamento. Tomados em
conjunto, os dados da figura 41-A sugerem que, quando tratadas com 10 uM de
etoposideo, ao menos parte das células sob estudo sofre bloqueio do ciclo celular no
ponto de checagem do final de G2, enquanto outra parte passa por uma fase M sem
desenlace cromossdmico e gera uma populagdo com quantidade duplicada de
cromossomos. Além disso, com o decorrer do tempo de tratamento, parte das células,
provavelmente as que ficaram bloqueadas em G2, entram gradativamente em apoptose
(figura 41-A).

Quando tratadas com 50 pM de etoposideo (figura 41- B), as células Aag2
apresentam um perfil que apresenta algumas semelhangas e diferengas com o tratamento
de 10 uM. Em 6 horas de tratamento observamos mais uma vez uma inversdo na
proporcao de células em G1/G0 e S/G2/M, embora ndo tdo acentuada quanto visto para
10 uM. Percebe-se também um aumento discreto na populacdo de células tetraploides.
Em 18 horas, ao contrario do observado para 10 uM, ndo ocorre um esgotamento de
GO0/G1 e a populagdo em S/G2/M diminui. Apdés 36 horas de exposicdo ao inibidor a
populagdo total de células decresce bastante (observar escala no eixo vertical do
histograma). As células ainda vivas se distribuem em trés populagées, com uma
quantidade menor de células em GO0/G1, niveis intermediarios em S/G2/M e uma
quantidade um pouco maior no estado de tetraploidia (figura 41- B). Finalmente, no
intervalo de ensaio de 48 horas é possivel observar uma intensificacdo da mortalidade
nas trés populagdes celulares, embora picos remanescentes dos trés conjuntos
permanegam proximos da base do histograma. Em conjunto os dados sugerem que, na
concentracdo de 50 uM do inibidor, uma proporcao significativa das células sofre

apoptose ja em 18 horas de tratamento, possivelmente devido a um bloqueio do ciclo
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celular na transicao G2/M (e talvez em G1/S). Parte significativa da populagdo parece
escapar desse bloqueio para assumir um estado de tetraploidia. Entretanto, ao final do
tratamento, a maioria das células esta morta, restando apenas populacdes residuais
(figura 41- B).

Para a concentracao de 100 uM de etoposideo (figura 41-C), em 6 horas temos um
cenario distinto do observado para as outras duas concentragées do inibidor. Nessa
concentragao, ao invés de observarmos uma inversao entre os picos de G0/G1 e S/G2/M,
foram identificados um grande acumulo de células em GO0/G1 e a diminuigdo da
populagdo em S/G2/M. Ja o pico tetrapléide nao esta dispornivel. Em 18 horas de ensaio
o cenario de acumulo em G0/G1 permanece, embora muitas células que estavam em
GO0/G1 em 6 horas tenham sofrido apoptose, diminuindo assim relagdo de tamanho entre
os picos G0/G1 e G2. Em 36 horas a populacdao de G0/G1 decresce em relagdo a
populagdo em S/G2/M. Observa-se também um grande percentual de corpos apoptéticos
e um aumento na intensidade do pico G2, indicando que parte das células que estavam
retidas em G1 sofreu apoptose, enquanto outras acabaram progredindo para S e G2. No
histograma de 48 horas a tendéncia de morte celular acentuada permanece. Observamos
3 picos em baixa intensidade (notar a escala no eixo vertical), em que a maior parte da
células remanescentes se encontram G0/G1 e quantidades menores e equivalentes estao
em S/G2/M e em estado de tetraploidia. Aparentemente uma pequena populagao
permanece ainda retida em G0/G1, outra é retida em G2 e outra conseguiu passar por
G2/M e entrou em estado de tetraplodia. E possivel que os corpos apoptéticos vistos em
48 horas sejam provenientes de todas essas 3 sub populacdes, que parecem estar

degenerando gradativamente ao longo do tempo (figura 41-C).
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Figura 41. Histogramas de ciclo celular obtidos por citometria das células Aag2 expostas ao inibidor
etoposideo por 6, 18, 36 e 48 horas. Os histogramas expressam o numero de células (ou eventos
contabilizados pelo leitor) com relagdo a intensidade de fluorescéncia do iodeto de propideo (Pl)
incorporado ao DNA. A intensidade de fluorescéncia & proporcional a quantidade de DNA por célula,
definindo as populagdes em diferentes fases do ciclo celular. As células em G2/M do ciclo possuem o dobro
de DNA das células na fase G1 (assim como G0), enquanto os corpos apoptéticos apresentam menos DNA
marcado do que as células em GO0/G1. Os painéis com os histogramas demonstram as populagbes
celulares expostas a 10 yM (A), 50 pM (B) e 100 uM (C) de etoposideo. Os controles em cada painel
representam populagdes representativas submetidas a 0,25% de DMSO durante 18 h. Para fins de
orientagdo, na area do painel do histograma do controle A estdo indicadas as fases G1 e G2 e o seu
conteudo de DNA haploide (C). As amostras foram analisadas em citdbmetro de fluxo FACS Calibur XP5 e
os histogramas produzidos com o programa Flow Jo Colectors Edition.

4.8 Ensaio de atividade da DNA topoisomerase Il: decatenacao do kDNA

No presente trabalho foi utilizado kDNA comercial de Crithidia fasciculata para
realizacao dos ensaios de decatenacdo. Esse kDNA contém cerca de 5000 minicirculos
(2,5 kb cada) e 25 maxicirculos (37 kb cada) interconectados (CAVALCANTI et al., 2011).
Os minicirculos liberados das redes de KDNA pela acdo da enzima topoisomerase |l
presente no extrato de células do mosquito Aedes aegypti (Aag2) podem ser visualizados
facilmente em eletroforese em gel de agarose corado com brometo de etideo. Na sua
forma catenada, o KDNA n&o pode entrar na malha do gel de agarose 1% (sendo
visualizado retido na origem do gel), enquanto os minicirculos liberados pela acdo da
topoisomerase Il migram pelo gel e podem ser observados na altura de aproximadamente
2500 pb.

A andlise da influéncia da concentracdo de um extrato de proteinas nucleares na
atividade de decatenagao do kDNA demonstrou que as concentracdes de 0,15, 0,3, 0,6 e
0,75 ug/uL de proteinas eram igualmente capazes de promover uma atividade 6tima de
decatenacdo do kDNA. Nessas concentracdes de proteina houve formagdo de um
produto do tamanho esperado para a liberacdo dos miniciculos e que, quando visualizado
no gel, pode ser comparado ao padrdo do kDNA decatenado (Dec) (figura 42). Em
contrapartida, verificamos que nas concentragées maiores de 1 e 1,5 pg/uL de proteinas,

além da liberacdo dos minicirculos também havia a formagao de outros produtos no gel,
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indicando a importancia da diluicdo do extrato nuclear bruto para avaliar a atividade da

DNA topoisomerase |l nesse ensaio in vitro.

Além da demonstracao do perfil de atividade por concentracido de proteinas, nesse
ensaio também confirmamos a presencga da enzima DNA topoisomerase Il de Ae. aegypti
no extrato de proteinas nucleares, assim como a conservagao da sua atividade in vitro,
pois na auséncia de proteinas do extrato nuclear ndo houve decatenacdo do kDNA (figura
42).

Proteinas (ug/pL)

0 1,0 015 03 06 075 15 Dec

Figura 42. Perfil de atividade de decatenagdao promovida pela DNA topoisomerase Il em diferentes
concentragées de proteinas nucleares de células Aag2. As reagbes de decatenagcao do kDNA foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose 1 % corado com brometo de etideo. As diversas raias no gel
representam reagdes com 0,15, 0,3, 0,6, 0,75, 1,0 e 1,5 pg/uL de proteinas nucleares. 0: auséncia de
proteinas no ensaio, P: padrdo de peso molecular (O’GeneRuler™ 1 Kb DNA Ladder, Thermo Scientific™),
Dec: padrao do kDNA de C. fasciuculata decatenado.

Conforme visto anteriormente (item 1.2.6), as DNA topoisomerases do tipo I
dependem da hidrélise de ATP para completarem seu ciclo catalitico. Portanto, utilizamos
0 ensaio de decatenacdo do kDNA para avaliar a dependéncia de ATP pela enzima de
Ae. aegypti, assim como para determinar a concentracao 6tima desse nucleotideo a ser
empregada nos ensaios com proteinas nucleares do mosquito. Com relacdo a

dependéncia de ATP, a formagao do produto n&o foi observada quando o nucleotideo néao
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foi adicionado a reagao (figura 43). A formagdo do produto ocorreu em todas as
concentragbes de ATP utilizadas, entretanto a partir de 1mM de ATP a atividade de
liberagdo dos minicirculos foi reduzida, como pode ser visto pela formagao de uma banda
mais fraca no gel para as reagdes com concentragcdo de 1,25 e 2 mM de ATP. Assim
demonstramos que a reagcdo de decatenagdo ocorre de forma favoravel nas
concentragoes de 0,5, 0,75 e 1 mM de ATP por reagdo, com um perfil de liberagcao de

minicirculos semelhante (figura 43).

ATP (mM)

P kDNA 0 05 075 10 125 20 Dec L

Figura 43. Perfil de atividade de decatenagcdo do kDNA em diferentes concentragées de ATP. As
reacdes de decatenagdo foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1 % corado com brometo de
etideo. As diversas raias no gel representam reagdes com auséncia de ATP e em 0,5, 0,75, 1,0, 1,25 e 2,0
mM de ATP. KDNA: ensaio na auséncia de extrato nuclear. P: padrédo de peso molecular (O’'GeneRuler™ 1
kb DNA Ladder, Thermo Scientific™). Dec: padrdo do kDNA de C. fasciuculata decatenado. L: padrao do
kDNA de C. fasciuculata linearizado.

Com o objetivo de avaliar se o inibidor etoposideo (VP-16-213) de fato é capaz de
inibir a atividade da enzima DNA Topoisomerase |l de Ae. aegypti, a inibicdo da atividade
de decatenacao da topoisomerase Il in vitro, o extrato nuclear foi submetido a incubagao
com as concentracdes de 1, 10, 50, 100, 200 e 300uM de etoposideo ou com apenas
0,2% de DMSO (controle) (figura 44- A). Nesse ensaio as concentragdes de 1, 10 e 50 yM
de etoposideo promoveram a decatenacao parcial do kDNA, resultando na formagédo do

produto esperado pela liberagdo do minicirculo no gel, porém € possivel observar que
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diferentemente do controle, parte do DNA fica retido na origem do gel para estas
concentragcoes. Enquanto na auséncia do inibidor, sob as mesmas condi¢cdes de ensaio a

reacéo de decatenacao ocorre quase totalmente no controle (figura 44- A).

As concentragdes de 100, 200 e 300 pyM de etoposideo foram capazes de inibir
totalmente a atividade de decatenacédo da DNA topoisomerase Il de células de Ae. aegypti
in vitro, como pode ser observado na visualizacdo do gel nestas concentragcdes em
relacdo ao controle do ensaio. Podemos também relacionar o efeito do inibidor na reacao
ao comparar a origem do gel das concentragées (100, 200 e 300 uM) com a origem do gel
que representa o KDNA na auséncia do extrato nuclear. Assim demonstramos, através da
visualizacdo do gel, que nestas condi¢gdes de ensaio o etoposideo é capaz de inibir
parcialmente ou totalmente a atividade especifica de decatenagao realizada pela enzima
DNA topoisomerase |l de Ae. aegypti in vitro no gel (figura 44- A). Da mesma forma, pela
quantificagdo do perfil de bandas no gel, a quantidade do kDNA retido na origem do gel
pode ser relacionada com aumento da concentragédo do inibidor no ensaio (figura 46-B).
Este resultado que também foi demonstrado pela quantificacdo da liberacdo dos
minicirculos no respectivo ensaio, sendo evidenciada uma maior inibicdo da reacao de

decatenacgao a partir de 50 uM de etoposideo (figura 44- C).
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Figura 44. Perfil de atividade de decatenacdo de kDNA na presen¢a do inibidor etoposideo. As
reacdes de decatenagéo foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de
etideo. O gel com reagado na auséncia do inibidor e nas concentragdes de 1, 10, 50, 100, 200 e 300 uyM de
etoposideo por ensaio de decatenagao (A). O grafico em B apresenta a quantificagdo por densitometria do
DNA retido na origem. O grafico em C apresenta a quantificagdo por densitometria da liberagdo dos
minicirculos no gel. KDNA: ensaio na auséncia de extrato nuclear. P: padrdo de peso molecular (1kb). Dec:
padrao do kDNA de C. fasciuculata decatenado. L: padrao do kDNA de C. fasciuculata linearizado. A
quantificagdo por densitometria das bandas presentes no gel foi realizada com o programa ImagedJ (v. 1.46).
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5. DISCUSSAO

As enzimas DNA topoisomerases |l sdo altamente especializadas em promover
alteracdes topoldgicas na molécula de DNA, atuando em muitos eventos associados ao
metabolismo do DNA, como a replicagao, a transcricdo, a recombinacdo, a condensacgao
e a segregacao cromossémica (ANDERSON; ROBERGE, 1992; NITISS, 2009; LEE;
BERGER, 2019). Devido aos papeis essenciais que desempenham nesses eventos, as
DNA topoisomerases |l foram colocadas em destaque nas ultimas décadas como alvo no
desenvolvimento de terapias antitumorais e antiparasitarias (CHEESMAN, 2000; ALI et
al., 2014; BJORNSTI; KAUFMANN, 2019). Neste contexto, a enzima em questao se trata
de um importante alvo molecular a ser estudado em agentes causadores de doencgas.
Assim o presente trabalho faz uma caracterizacao estrutural e funcional da enzima DNA
topoisomerase Il em aspectos que envolvem a biologia do vetor Ae. aegypti, causador de
diversas arboviroses que atingem os paises tropicais, o que o torna um modelo de estudo

de grande importancia para a saude publica.

A identificagdo da sequéncia nucleotidica e peptidica prevista foi realizada por
busca no banco de dados do NCBI, com acesso n° XP001656142. Uma Unica sequéncia
foi encontrada e designada como DNA topoisomerase |l do mosquito Ae. aegypfi
(AeTop2). As analises da sequéncia da enzima AeTop2 identificaram uma proteina
prevista com cerca de 82,6% de probabilidade para localizagdo subcelular no
compartimento nuclear, apresentando uma sequéncia especifica candidata a NSL
(Nuclear Localization Signal) proxima da extremidade C-terminal da cadeia polipeptidica
prevista (figura 12). O transporte de proteinas para o compartimento nuclear é
possibilitado por sequéncias sinal, denominadas como sinais de localizagcdo celular ou
NLSs (GARCIA-BUSTOS; HEITMAN; HALL, 1991). Estas sequéncias apresentam
algumas caracteristicas, tais como: (a) curtas sequéncias de aminoacidos basicos [lisina
(K) ou arginina (R)]; (b) estas sequéncias devem ser expostas na superficie da proteina a
fim de serem reconhecidas por receptores do tipo importinas; (c) tais sequéncias, que nao
necessariamente sdo localizados em uma das extremidades da proteina e n&o sao

removidas apos a translocagao da proteina (ALBERTS et al., 2009).
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Muitas proteinas nucleares apresentam esse tipo de sinal em suas estruturas,
como as polimerases, os receptores para hormdnios esterdides, a nucleoplasmina,
centenas de fatores de transcricdo e as DNA topoisomerases (DINGWALL; LASKEY,
1991). Podendo o sinal ser classificado como do tipo encontrado no antigeno-T do virus
SV-40, constituido por apenas uma pequena sequéncia de aminoacidos basicos
(exemplo: PKKKRKYV), ou do tipo bipartido, que € composto por dois trechos basicos
independentes, sendo o primeiro trecho (extremidade N-terminal da sequéncia NLS)
constituido por pelo menos dois residuos basicos, seguido de uma regido espagadora de
tamanho e composicéo variaveis e que é sucedida pelo segundo trecho basico, que por
sua vez contém pelo menos cinco residuos, dos quais pelo menos trés sao basicos
(CHRISTIE et al., 2016). A NLS da AeTop2 (PAAKRGRKKDSGSSEDEKPKKKAKKK) foi
identificada in silico como sendo do tipo bipartido e esta localizada entre as posicdes

1.460 e 1.485, com score geral de 9,4 na analise realizada.

A analise do alinhamento multiplo demonstra uma alta conservacao dos residuos
de aminoacidos ao longo das sequéncias de Ae. aegypti, D. melanogaster e H. sapiens
(figura 12). A composigao dos residuos na DNA topoisomerase Il de insetos € similar a da
isoforma alfa humana para os dominios funcionais (GyrB e GyrA), para os motivos de
ATPase e TOPRIM e para o residuo de tirosina (Y) 82, que se liga ao DNA durante o ciclo
catalitico da enzima, configurando aproximadamente 70% de identidade ao longo dos
residuos alinhados. Nossos resultados de andlise sdo compativeis com enzimas DNA
topoisomerases da classe enzimatica IlA, onde todas as DNA topoisomerases sao
descritas compartilhando alta similaridade de sequéncia (SHAIU; HU; HSIEH, 1999).

Também foi possivel observar substituicdes de residuos no sitio de dimerizagao e
pequenas variagdes ao longo do alinhamento. Segundo, Mirski e Gerlach (1999), as DNA
topoisomerases IIA variam em apenas 170 residuos de aminodacidos na regido GyrB e no
dominio C-terminal, regido onde identificamos a NLS previsto para proteina de Ae.
aegypti. O dominio C-terminal é descrito como sendo espécie especifica, apresentando
similaridade consideravel apenas entre espécies muito relacionadas. Além disso, as
sequéncias contidas nesta regido sao normalmente envolvidas no enderegamento celular
e na interagdo com outras proteinas (SHAIU; HU; HSIEH, 1999).

Como ja mencionado, os vertebrados possuem duas isoformas da DNA
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topoisomerase I, classificadas como alfa e beta. A expresséo da isoforma alfa € descrita
como restrita as células em proliferacdo, enquanto a isoforma beta também é expressa
em células quiescentes (AUSTIN et al., 2018). J& os invertebrados em geral apresentam
apenas uma isoforma da DNA topoisomerase |l. As nossas reconstru¢des filogenéticas
(figura 13) para as topoisomerases |l de 14 metazoarios estdo de acordo com as
descricoes evolutivas para essa classe enzimatica, onde as DNA topoisomerases Il nos
artropodes divergem em um clado destino das enzimas dos cordados, em ambos 0s
métodos de andlise utilizados (Neighbor-Joining e méxima parciménia). E provavel que o
surgimento de duas isoformas (alfa e beta) dessa enzima somente nos vertebrados nao
seja derivado de uma simples duplicagdo génica de seu locus, mas proveniente de
eventos massivos de duplicagbes genbmicas, que ocorreram na base da evolugdo dos
vertebrados. De fato, um padrdao semelhante € também observado para milhares de
outros genes de vertebrados. Acredita-se que a disponibilizagdo de novas copias génicas
derivadas de eventos de duplicacdo gendmica permitiu o desenvolvimento de muitas
caracteristicas inovadoras nos vertebrados (DEHAL; BOORE, 2005; BLOMME et al.,
2006; PRACHUMWAT; LI, 2008).

A predigdo da estrutura tridimensional da proteina DNA topoisomerase Il de Ae.
aegypti através da metodologia de modelagem por homologia teve como objetivo produzir
um modelo com o qual pudéssemos avaliar a interagdo dessa enzima com o inibidor
comercial etoposideo, bem caracterizado nesta enzima, validando assim o uso dessa
molécula em ensaios funcionais in vivo e in vitro. Além disso, o modelo estrutural dessa
enzima podera ser empregado em abordagens in silico de desenvolvimento/rastreamento
de potenciais inibidores farmacologicos destinados ao controle do vetor. Utilizamos a
isoforma beta da DNA topoisomerase || humana como molde para construgdo do modelo
da proteina do vetor Ae. aegypti (AeTop2), por apresentar melhor resolugao estrutural e
também por estar complexada ao inibidor (WU et al., 2011). O etoposideo € um dos
inibidores mais estudados das DNA topoisomerases Il de mamiferos, sendo empregado
clinicamente na quimioterapia de tumores pulmonares e de testiculo (HEVENER et al,,
2018). Além disso, diversos estudos mostram que o etoposideo inibe a DNA
topoisomerase |l em Drosophila melanogaster, um inseto diptero como o Ae. aegypti
(FREI; WURGLER, 1996; TORRES; CREUS; MARCOS, 1988; POLTRONIERI et al.,
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1997; SORTIBRAN; TELLEZ; RODRIGUEZ-ARNAIZ, 2006).

A enzima humana Top2-B compartilha cerca de 60% de identidade em sua
sequéncia peptidica com a enzima do Ae. aegypti e apds a construgdo do modelo a
semelhanca estrutural se mostrou bastante evidente. Na analise da sobreposicdo das
estruturas molde e modelo, obteve-se o valor de RMSD de 0,104 A, com 8.188 atomos
envolvidos ao longo da sobreposicao (figura14). Tais valores sdo compativeis com os
requisitos para obtencao de estruturas por modelagem comparativa (SANTOS FILHO;
ALENCASTRO, 2003).

Apos as etapas de refinamento e otimizagdo de sua geometria, o modelo do
homodimero da AeTop2 atingiu parametros favoraveis dentro das analises previstas
comparadas ao molde (3QX3) em nossos resultados. De forma que nosso modelo
refinado da AeTop2 foi considerado satisfatério pela alto percentual de residuos em
regides favoraveis, visto que nessa analise a predi¢cao ideal para estrutura proteica deve
apresentar mais de 90% de seus residuos nas regides favoraveis e, se possivel, nenhum
nas regides muito desfavoraveis ou néo permitidas (LASKOWSKI et al., 1993). Tomados
em conjunto, tanto a analise do grafico de Ramachandran, quanto os valor dos desvios
RMSD e posterior as analises do local da energia potencial e valores de Z-score
indicaram que o modelo refinado da enzima AeTop2 tem boa qualidade e se apresenta
consistente, ao menos do ponto de vista de sua geometria-estrutural, com estruturas

previamente elucidadas (figuras 15: quadro 4, 16 e 17).

Em relagéo a estrutura tridimensional, o molde (3QX3) e o modelo refinado (AeTop2)
apresentam uma alta semelhanga estrutural, com diferengcas mais concentradas em
regides com possivel formagéo de alcas no modelo da enzima de Ae. aegypti (figura 18).
Entretanto, as diferencas nessas regides de alga ndo sado de fato comparaveis em termos
estruturais com o molde utilizado, uma vez que estas algcas foram resolvidas
computacionalmente apenas na estrutura tridimensional do modelo e consistem em
regides mais desordenadas na proteina humana que foram omitidas na obtencdo da
estrutura do molde 3QX3 no PDB a partir do cristal. Observamos ainda que as estruturas
tridimensionais da DNA topoisomerase Il-oo humana e na DNA topoisomerase |l da
levedura S. cerevisae, que sdo as Unicas outras estruturas resolvidas e disponiveis dessa
enzima em eucariotos, também n&o apresentam essas algas na composicido de seus
homodimeros (BERGER et al., 1996; DONG; BERGER, 2007; WENDOREFF et al., 2012).
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Porém optamos por manter as regides de “alga” na estrutura da proteina AeTop2, pois os
parametros obtidos ao longo das etapas de validagdo do modelo foram considerados
satisfatérios e, além disso, essas regides nao interferirem nos estudos de docking rigido,

etapa final das analises estruturais in silico deste trabalho.

Quanto a distribuicdo de cargas elétricas, algumas das principais alteragdes
observadas no modelo ocorrem na conformagao das regides de algas ja mencionadas e
na regido que conecta as regides de DNA gate “G” e gate “C” (figura 19). E importante
notar que nestas regides estao localizados os residuos de aminoacidos que constituem o
sitio de dimerizacédo da proteina. Curiosamente, mesmo no alinhamento multiplo (figura
12), podemos notar que as DNA topoisomerases |l de insetos e humana apresentam

diferencas consideraveis na composi¢cao de aminoacidos nos sitios de dimerizagao.

Apds construcédo e validagdo do modelo da enzima DNA topoisomerase Il de Ae.
aegypti realizamos o estudo de docking molecular com o inibidor etoposideo. A analise do
redocking contribuiu para o estabelecimento dos paradmetros para utilizacdo no docking e
foram consideradas satisfatérias e adequadas, segundo recomendado por Rodrigues e
colaboradores (2012). Assim obtivemos scores de 95,61 e 60,70 para as cadeias A e B
respectivamente, para a melhor interagcdo prevista por docking do etoposideo com a
proteina AeTop2 (figura 20; quadro 6). As interagdes do inibidor com os residuos de
aminoacidos da enzima ocorrem por meio de ligacdes de hidrogénio e interagdes do tipo
Van der Waals, e n—alquil (figura 21; quadro 7). Em geral verificamos um numero
comparavel de interagdes entre o inibidor e os residuos de aminoacidos nas proteinas do
molde e modelo, o0 que sugere que a enzima de Ae. aegypti é sensivel a agéo inibitoria do
etoposideo.

No docking, apesar da cadeia A do modelo da AeTop2 compartilhar um numero
maior de interagdes homodlogas com a enzima molde, a melhor pose do etoposideo para
esta cadeia especificamente nao correspondeu a orientacdo observada no cristal e no
redocking do molde 3QX3 (figuras 22 e 23). Sugerimos que a ocorréncia desta pose se
deu possivelmente por pequenas mudangas conformacionais que ocorreram durante o
refinamento da estrutura da proteina, uma vez que ocasionalmente, durante as etapas de
minimizacdo de energia para melhorar os angulos diedros de alguns aminoacidos

alocados em regides nao permitidas, estes podem sofrer pequenas mudancgas
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conformacionais. Consequentemente estes fatores podem ter promovido uma pose que
difere da original no docking na cadeia A do molde.

A Unica pose de interacao do etoposideo com a cadeia A do modelo refinado obtida
com a orientagdo “esperada’ apresentou o valor de score (75,70) consideravelmente
inferior ao melhor score obtido (95,61) (figura 23- C). Essa pose foi considerada
insatisfatéria, ja4 que essa orientagdo invertida esta presente em somente uma entre as
dez melhores poses geradas e € apenas a quinta em valor absoluto de score.

Consideramos somente as interagcdes presentes nas poses com melhor score em
cada cadeia para analisar o docking molecular do etoposideo com o modelo construido.
Em termos mais comparativos, as interagdes obtidas no docking foram mais bem
observadas em um alinhamento dos residuos em posi¢ées homologas das enzimas DNA
topoisomerase Il de Ae. aegypti, das duas isoformas humanas e de Drosophila
melanogaster (quadro 8), onde podemos notar algumas substituicbes em posi¢des com
residuos importantes para a interacdo enzima-inibidor. Por exemplo, um residuo de
metionina conservado na Top II-B humana (Met 787), na Top ll-a humana (Met 766) e na
Top Il de D. melanogaster (Met 746) é substituido por uma glicina (Gly 768) no modelo
AeTop2. Do ponto de vista bioquimico-estrutural, tal substituicdo confere mudangas
caracteristicas no volume da cadeia lateral, partindo de um aminoacido mais volumoso e
apolar, como a metionina, para um menos volumoso e neutro, representado pela glicina.
Uma mudanca desse tipo tem o potencial de impactar nas interagdes da proteina com
inibidores como o etoposideo. E portando nos permite sugerir a possibilidade para
desenhar inibidores seletivos especificos para proteina desde inseto.

Em outro exemplo, um residuo de glutamina (GIn 764) presente na enzima de Ae.
aegypti € conservado na Top IlI-B humana (GIn 783), enquanto na isoforma Top Il-a
humana ocorre a substituicdo desse residuo por uma metionina (Met 762). A presencga do
residuo de glutamina nesta posi¢cao na proteina do mosquito possivelmente confere uma
maior resisténcia ao etoposideo. Um estudo com isolados naturais do nematddeo
Caenorhabditis elegans demonstrou que, para essa mesma posicdo, a substituicao do
residuo de glutamina por metionina na enzima DNA topoisomerase |l torna estes animais
mais sensiveis ao etoposideo, uma vez que este aminoacido compde o sitio de clivagem
e religacao do DNA pela enzima (ZDRALJEVIC et al., 2017). Além disso, os isolados de

nematddeos mais sensiveis ao inibidor apresentam maiores danos genémicos e atraso no
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desenvolvimento (ZDRALJEVIC et al., 2017). Assim, a natureza hidrofébica do residuo de
metionina (Met 762) na isoforma Top Il-a humana parece conferir maior estabilidade na
interacdo com o etoposideo, se comparada ao residuo de glutamina ocupando essa
mesma posi¢cdo na isoforma Top II-B. A presenca da glutamina nessa posi¢édo, como
ocorre no caso do Ae. aegypti parece gerar animais providos de certo grau resisténcia ao
etoposideo. Curiosamente, outro mosquito vetor de grande importancia em saude publica,
o Anopheles gambiae, apresenta um residuo de metionina nessa posicdo (Met 741;
acesso NCBI n° XP_319665), de forma que futuramente seria interessante comparar as
duas linhagens de mosquitos com relacdo a sensibilidade ao etoposideo e a outros
inibidores da atividade da DNA topoisomerase Il.

Embora apresente o residuo de glutamina na posi¢cdo 764, ainda assim o estudo de
docking molecular conseguiu realizar a predicdo das interacbes entre o inibidor
etoposideo e a enzima DNA topoisomerase Il no mosquito Ae. aegypti, confirmando o
potencial do etoposideo para uso em ensaios in vitro e in vivo.

Apds a abordagem in silico, que teve como objetivo identificar e caracterizar a
estrutura da DNA topoisomerase Il do Ae. aegypti e sua interagdo com inibidor foi
verificado o perfil da expressédo relativa do gene da AeTop2 nos diferentes estagios de
desenvolvimento do mosquito por RT-qPCR (figura 24). Verificamos que os niveis de
expressao do gene nos estagios de ovo e nas fases larvais sofrem pequenas variagoes,
provavelmente nao significativas. Contudo, mesmo n&o apresentando diferenga estatistica
nessa analise, a fase de pupa apresentou uma menor abundancia relativa do RNA da
DNA topoisomerase Il (figura 24).

E provavel que a menor express&o génica de AeTop2 na fase de pupa se deva ao
fato de que os eventos mitéticos nesse estagio estejam reduzidos em relacdo as fases
anteriores, pois nessa fase os eventos de diferenciagao celular sao mais atuantes do que
os eventos de divisdo celulares propriamente ditos. E descrito na literatura que um
aumento na proliferacao celular em insetos geralmente antecede a fase de pupa, uma vez
que o epitélio intestinal formado durante os instares larvais passa por um processo de
remodelamento completo na fase pré-pupa, envolvendo a destruicdo das células antigas
por meio de eventos autofagicos e apoptéticos (NICOLSON; DENTON; KUMAR, 2015).
Assim, uma intensa proliferacao e diferenciacao das células-tronco ocorrem no ultimo

estagio larval, dado origem a um novo epitélio intestinal, que é mantido no estagio de
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pupa dos insetos (TETTAMANTI et al., 2007). Em Ae. aegypti as divisdes das células-
tronco ou de células regenerativas podem ser detectadas principalmente no 4° estagio
larval (48 horas apds a ecdise), representado uma preparagdo para a diferenciagdo de
novas células do intestino do adulto durante a fase de pupa (RAY et al.,, 2009;
FERNANDES et al., 2014). Interessantemente alguns constataram uma auséncia ou
escassez de células regenerativas intestinais em divisdo no estagio de pupa em abelhas
(CRUZ-LANDIM; CAVALCANTE, 2003; MARTINS et al, 2006), indicando que a
diminuigao das divisdes celulares no estagio de pupa ndo é caracteristica exclusiva dos
insetos dipteros. A observagdo de uma reducao na proliferagéo celular durante o estagio
de pupa em insetos & compativel com perfil de expressdao do mRNA de AeTop2
observado para larvas L4 em relagdo ao estagio de pupa, uma vez que acao da enzima
DNA topoisomerase Il € fundamental para o desenlace dos cromossomos que precede a

divisao mitotica.

Em relagao ao perfil de expressdo génica da enzima na fase adulta, procurou-se
comparar a expressdo entre fémeas alimentadas com sacarose e com sangue, para
verificar a influéncia do repasto sanguineo nos niveis da DNA topoisomerase Il de Ae.
aegypti (figura 25- A). Observamos que os niveis de expressdo do mRNA da AeTop2
foram significativamente maiores em fémeas alimentadas com sangue. E possivel que os
maiores niveis de expressdo do mRNA sejam causados pela intensa atividade da enzima
em eventos mitdticos, principalmente no ovario, devido a sua maturacao, proliferacao das
células nutridoras e foliculares, consequentemente na produ¢ao de ovos apés o repasto
sanguineo, visto que as proteinas do sangue promovem a maturagcdo dos ovarios e o
desenvolvimento total dos ovos em até 72 horas apds o repasto de sanguineo (REY,
2001; FORATTINI, 2002).

Para entender melhor o aumento da expressdo génica da DNA topoisomerase |l
observado nas fémeas apos alimentagcao sanguinea, investigamos o perfil de expressao
de seu mRNA nos o6rgaos de fémeas de Ae. aegypti (figura 25- B). Além dos ovarios,
investigamos a expressdao do mRNA da AeTop2 no intestino e corpo gorduroso do
mosquito. O intestino foi selecionado pelo papel que possui na digestdo e na aquisigao de
nutrientes, enquanto o corpo gorduroso foi escolhido por sua fungdo ativa na

vitelogénese, que ocorre até 48 horas apds o repasto sanguineo (ATTARDO; HANSEN;
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RAIKHEL, 2005). Observamos altos niveis de expressdao do mRNA para a AeTop2 nos
ovarios, enquanto niveis de expresséao significativamente menores foram observados no
intestino e no corpo gorduroso. Este resultado confirmou que o ovario é o 6rgao
responsavel pelo aumento dos niveis de expressdo génica da enzima em resposta a

condicdo nutricional.

Os niveis menores de expressdao génica do mRNA da DNA topoisomerase |l
encontrados no intestino e corpo gorduroso (figura 25- B), podem ser explicados por
caracteristicas morfofisioldgicos inerentes a estes 6rgaos em cada etapa do ciclo de vida
do mosquito. Em culicideos, o desenvolvimento em numero de células do corpo
gorduroso ocorre ao longo das fases larvais e pupal (CLEMENTS, 1963). Na fase adulta
dos mosquitos, os trofécitos (células do corpo gorduroso) sdo observados normalmente
apenas aumentando de tamanho frente aos sinais nutricionais provenientes da dieta
(HANSEN et al.,, 2004). Dessa forma é provavel que a atividade de vitelogénese
associada ao corpo gorduroso esteja associada apenas a um aumento no volume e no
metabolismo dos trofécitos € ndo a sua proliferacdo, o que pode explicar a expressao
baixa do mMRNA da AeTop2 nesse estagio.

A menor expressao do mRNA da AeTop2 no intestino possivelmente ocorre como
um efeito natural da dieta do mosquito, uma vez que epitélio intestinal médio de fémeas
de Ae. aegypti apresenta um menor numero de células mitdticas apds alimentacao
sanguinea em relacao ao intestino de fémeas alimentadas com sacarose (TARACENA et
al., 2018). Essa redugdo na quantidade de células intestinais em divisdo ocorre em
resposta a mecanismos de estresse oxidativo causado pela ingestdo de sangue
(TARACENA et al., 2018). Assim a reducao de células mitéticas no intestino médio apos
repasto sanguineo implica em uma menor demanda pela agdo enzimatica da DNA
topoisomerase Il e se correlaciona com os niveis baixos observados para o mRNA dessa

enzima.

O alto nivel de expressdo do mRNA da DNA topoisomerase Il no ovario de fémeas
de Ae. aegypti era previsto, provavelmente ocorreu em resposta aos mecanismos
fisioloégicos acionados a alimentagdo sanguinea. Em mosquitos anautdégenos, como no
caso do Ae. aegypti, a ovogénese completa s6 0 ocorre através da ingestdo de um ou

mais repastos sanguineos (BRIEGEL; GUT; LEA, 2003), sendo a fase pré-oviposi¢cao
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caracterizada pelo rapido aumento no tamanho dos ovarios durante o crescimento
vitelogénico (CHO; RAIKHEL, 2001).

A localizagédo tecidual do mRNA da DNA topoisomerase Il nos ovarios e nos
foliculos/ovocitos isolados das fémeas de Ae. aegypti através de hibridizagao in situ nos
permitiu determinar como esse RNA se distribui ao longo do desenvolvimento dos
ovocitos (figuras 26 e 27), possibilitando associar a proporgédo da marcagdo com os niveis
de expressao relativa observados anteriormente. De forma sucinta, os ovarios de fémeas
do mosquito Ae. aegypti sao do tipo meroistico politréfico, caracterizado pela presenca de
um grupo de células nutridoras encerradas no foliculo que se formam e se deslocam junto
com o ovacito, ao longo do vitelario (CHAPMAN, 1998). Em dipteros, as células foliculares
primordiais estdo inicialmente localizadas na base de cada ovariolo, junto ao ovdécito.
Posteriormente, elas sofrem consecutivas mitoses e recobrem todo o conjunto
“nutridora/ovdcito”, formando o foliculo em maturagédo (BASILE, 1969). Obtivemos uma
marcacao evidente e intensa nas regides que correspondem as camadas de células
epiteliais foliculares que circundam cada foliculo primario, por todo o ovariolo. A marcacao
fluorescente dos nucleos nas mesmas regides reveladas pela sonda confirma a
expressao do mRNA da AeTop2 nas células epiteliais foliculares. Além disso, observamos

que os foliculos secundarios e terciarios também sdo marcados pela sonda.

Dentre os tecidos que apresentam especializagcdes do ciclo celular, 0 ovario é um
dos mais interessantes, pois € capaz de reunir diferentes cenarios relacionados a
replicagcao do DNA em um mesmo 6rgao. Nos ovarios de dipteros ocorrem: (1) a diviséo
meidtica no ovécito, (2) eventos de poliploidia e politenia nas células nutridoras e (3) uma
atividade mitética intensa no conjunto de células epiteliais foliculares (BASILE, 1969). As
células epiteliais foliculares sdo células somaticas e nos insetos participam da
vitelogénese, promovendo a abertura de espagos que levam a exposi¢ao da superficie do
ovdcito a hemolinfa, processo que permite com que o ovécito capture precursores do
vitelo por endocitose da hemolinfa, sendo que algumas espécies podem sintetiza-los. Elas
também secretam o envelope vitelino para composi¢gdo do cérion (GILBERT; RAUNIO,
1997).

Na mosca D. melanogaster ja foi visto que a enzima DNA topoisomerase Il tem

papel importante no desenvolvimento do ovario e dos ovécitos. A reducido dos niveis de
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expressao génica da enzima, por RNAI, promove a esterilidade das fémeas. Resultando
em ovarios com cromossomos apresentando falhas na segregacdo completa das suas
regides heterocromaticas durante a meiose | (HUGHES; HAWLEY, 2014).

Neste sentido sugerimos que a acdo da DNA topoisomerase |l de Ae. aegypti é
imprescindivel aos mecanismos que envolvem a dinamica do ciclo celular nas células
foliculares, nutridoras e do ovdcito propriamente dito, uma vez que a proliferacéo ativa e a
funcionalidade dessas células garantem a viabilidade do ovo e o desempenho na

oviposigao.

Ao fim da ovogénese, entre 48 e 72 horas apds o repasto sanguineo, o epitélio
folicular desaparece, deixando os ovdécitos em contato direto com oviduto para serem
fecundados (CONSOLI et al., 1983). Assim, a expressao observada por RT-qPCR nos
ovos de 5 dias se refere ao embrido desenvolvido “quiescente”, ndo havendo

correspondéncia com o epitélio folicular, ja descartado.

Nos ensaios de decatenagdo do kDNA in vitro, o extrato de proteinas nucleares das
células do mosquito Ae. aegypti (Aag2) promoveram a liberagao dos minicirculos a partir
da rede de kDNA (figura 42), evidenciando a presenca de uma DNA topoisomerase I
ativa no nucleo dessas células. Além disso, a acdo catalitica da enzima s6 ocorre na
presenca do ATP (figura 43), que atua como um cofator enzimatico dessa classe de
enzimas. Sendo foi possivel observar a inibicado parcial do substrato da atividade de
decatenacdo do kDNA na presenca do inibidor etoposideo nas concentracdes de 1, 10 e
50 uM, enquanto as concentragcdes acima de 100 uM inibiram totalmente acdo catalitica
da DNA topoisomerase |l (figura 44). A decatenacdo do kDNA demonstrada para extratos
de proteinas nucleares das células Aag2 ocorreu de forma muito semelhante aos ensaios
do género descrito por especialistas no volume “DNA Topoisomerase Protocols, II:
Enzymology and Drugs” (OSHEROFF; BJORNSTI, 2001). Dessa forma o inibidor confirma
a predicdo das andlises estruturais do docking in silico propostas no estudo de

modelagem por homologia do presente trabalho.

Para avaliacdo dos efeitos inibitérios na funcdo da DNA topoisomerase |l em
mosquitos Ae. aegypti verificamos a toxicidade in vivo do inibidor etoposideo (VP-16-213)

nos estagios larvais mantidos em laboratério (figura 19). Nesse contexto, nossos testes de
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atividade larvicida confirmaram os efeitos da toxicidade do inibidor sobre a sobrevivéncia
das larvas, demonstrando um efeito tempo e dose dependente apresentado nas curvas de
sobrevivéncia (grafico de Kaplan-Meier), para concentragdes crescentes do inibidor (figura
29- A), sendo tanto a mortalidade em relagdo ao controle quanto o efeito de dose
estatisticamente significativos. Curiosamente, a acao do inibidor da DNA topoisomerase |l
nao provoca mortalidade imediata em larvas do 2° instar e a sobrevivéncia das larvas
comeca a ser visivelmente afetada apenas a partir do 7° dia de observagao. Em todos os
tratamentos, a sobrevivéncia das larvas dos grupos tratados permanece em niveis
superiores a 40%, nao sendo possivel estimar o LCsy absoluto nessas condigdes (tabela
1). Entretanto, apesar da mortalidade nao atingir niveis altos nesse bioensaio, a
viabilidade das larvas é claramente comprometida pelo tratamento, notado também pela

menor formagao do numero de pupas (figura 29- B) e outros fatores discutidos adiante.

As primeiras alteracdes observadas nas larvas de Ae. aegypti apds o tratamento
com o etoposideo foram na redugcédo da mobilidade larval e no processo de muda normal,
reagdes nao observadas no grupo controle. De acordo com outros ensaios que
evidenciaram o potencial larvicida de alguns extratos vegetais, 6leos essenciais ou
compostos variados, a redugdo dos movimentos larvais € o um dos primeiros e principais
indicios da atividade larvicida de um determinado produto (RUIZ et al., 2004). Neste
sentido, a motilidade larval vem sendo utilizada como indicador de toxicidade em alguns
estudos. Arruda, Oliveira e Silva (2003) mostraram que larvas de Ae. aegypti tratadas
com extrato de Magonia pubescens tiveram reducédo significativa dos movimentos. Em
outro estudo, tratamentos com os o6leos essenciais combinados de Azadirachta indica,
Melaleuca alternifolia, Carapa gquianensis e o extrato fermentado de Carica papaya
conferiram menor motilidade em larvas de Ae. aegypti de 3° estagio (TORRES et al.,
2014). A letargia larval também foi observada nas larvas de Ae. aegypti, Culex
quinquefasciatus e Anopheles albimanus quando expostas a toxina Cry11Bb, proveniente

do Bacillus thuringiensis israelensis (RUIZ et al., 2004).

Além da participagdo do sistema nervoso e da atuagdo de enzimas digestivas, os
processos de muda envolvem os movimentos corporais da larva. E a partir da motilidade
continua que as larvas recebem estimulos ambientais que contribuem para a ruptura da

cuticula e promogado da muda adequada. Neste contexto, um agente capaz de atuar no
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sistema nervoso ou modificar o exoesqueleto, comprometendo a atividade locomotora e
as mudas, pode representar um larvicida potencial para insetos vetores, como no caso do
Ae. aegypti (BRAGA; VALLE, 2007b).

A inspecao visual de larvas tratadas com diferentes doses de etoposideo permitiu a
observacao dos impactos desse inibidor sobre a morfologia e o desenvolvimento larval
apos oito dias de tratamento. De um modo geral, conforme a concentragao do inibidor
aumenta de 50 até 100 pyM, percebemos um aumento na quantidade de larvas menores,
com aspecto encolhido e com pigmentacao corporal em tons mais claros ou transparentes
(figura 30), sugerindo um retardo no desenvolvimento larval. Um atraso semelhante no
desenvolvimento larval ocorreu quando as larvas de Ae. aegypti foram tratadas com o
larvicida comercial diflubenzuron, quando foram observadas larvas com tamanho menor
que o esperado e aspectos morfolégicos alterados, que foram relacionados ao acumulo
de mudas incompletas (BORGES et al., 2004). A toxicidade do etoposideo ja foi
demonstrada para outros modelos invertebrados, como para o nematéide Caenorhabditis
elegans, em que esse inibidor reduz significativamente o crescimento e interfere com a
postura e a eclosédo dos ovos, além de afetar o tecido da génada reprodutiva, promovendo

a reducgéo do numero de células germinativas (LEE et al., 2017).

Apesar de ocorrer um padrao de clareamento geral das larvas conforme a
concentracao do etoposideo aumenta, uma analise mais detalhada das larvas tratadas
revela que ha um escurecimento localizado em algumas estruturas anatémicas nas larvas
tratadas com 50 e 100 uyM do inibidor (figura 31-D; E; F; G; H e I). A alteragao
morfofisiologica que leva a maior pigmentacdo do intestino médio e posterior nesses
tratamentos pode estar relacionada a diferentes fatores, uma vez que nos insetos o
intestino € o principal alvo de substancias toxicas (VALOTTO et al., 2011), podendo ser
um indicador importante para avaliar se um composto possui atividade -citotoxica.
Diversos mecanismos podem estar envolvidos no escurecimento dos intestinos médio e
posterior, como por exemplo, a melanizacdo causada pela cascata de fenoloxidase
(SHAO et al., 2012), que pode ser ativada por diversos fatores, como infecgées e danos
teciduais (SILVA; GARY; RAU, 2000; SHAO et al., 2012).

As larvas destes mesmos tratamentos (50 e 100 pM: figura 31-F e |) também

apresentaram um material escuro depositado na estrutura das branquias do Iébulo anal,



168

com caracteristicas morfologicas semelhantes a deposicdo de matriz peritréfica como
resposta a danos por toxicidade. A extrusdo da matriz peritréfica com o conteudo
intestinal como efeito da toxicidade de substancias ja foi descrita, por exemplo, em
estudos com taninos isolados e extratos de Magonia pubescens (timbd) (VALOTTO et al.,
1762; ARRUDA; OLIVEIRA; DA SILVA, 2003). O perfil morfolégico observado nesses
estudos é semelhante ao que ¢ identificado em nossas observagoes, sendo possivel que
se trate de um mecanismo fisiolégico similar. Uma vez que todos os eventos

morfogenéticos dependem de proliferacao e diferenciagéo

E possivel que parte das larvas observadas apés 8 dias de tratamento na
concentracdo de 200 pM de etoposideo tenham sido retidas no 2° estagio do
desenvolvimento larval ou ainda, que essas larvas tenham realizado sucessivas mudas
sem passar pelo desenvolvimento morfoldégico correspondente, justificando o fendtipo
pouco desenvolvido e a manutencéo da transparéncia corporal (figura 31 e 32: 200 uM).
O efeito inibitério do etoposideo sobre a progressao do ciclo celular pode estar associado
a uma reducao acentuada da proliferagao celular e, consequentemente, ao retardo do
desenvolvimento das larvas de Ae. aegypti. Em relagdo as alteragdes morfologicas
apresentadas no torax das larvas desse mesmo tratamento (figura 31-J; K; L e M),
descritas aqui como manchas escuras, € necessaria uma investigacdo mais detalhada
dessa caracteristica para entender melhor sua ocorréncia e seu significado

fisiopatologico.

A inibicdo da enzima DNA topoisomorase |l também promoveu alteracdes
morfofisiolégicas na metamorfose das pupas que, como padrao geral observado em todos
os tratamentos, ndo foram capazes de realizar o dobramento dos segmentos corporais
para assumirem o formato caracteristico em virgula (figura 32), o que impossibilitou a
flutuacdo das pupas na superficie da 4gua e a emergéncia dos mosquitos adultos. E
possivel que a proliferacéo celular reduzida nos estagios anteriores possa ter impedido o
desenvolvimento de estruturas que levassem ao dobramento correto dos segmentos para

atingir o formato caracteristico de virgula (FORATTINI, 2002).

A pigmentacao escura observada nas pupas derivadas das larvas submetidas ao
tratamento com 100 yM de etoposideo poderia ser interpretada como um processo natural

da muda (figura 32-C), ja que as pupas sofrem escurecimento a medida que se aproxima
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da metamorfose em adulto, caracteristica descrita como uma coloragdo enegrecida
pontual do cefalotérax (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). Porém, como essa
coloragao escura se difundia por todo segmento ventral e dorsal, passamos a caracterizar
tal alteragdo morfolégica, assim como o rompimento incompleto do cefalotérax observado
para o tratamento com 200 pM do inibidor (figura 32-D), como efeitos da toxicidade

causados pela inibicdo da DNA topoisomerase |l.

Todo o conjunto de dados envolvendo a mortalidade e as alteracbes
morfofisiolégicas das formas larvais e das pupas expostas ao etoposideo pode ser
atribuido aos efeitos desse inibidor na proliferagdo celular. Apos a eclosdo ha um rapido
crescimento das partes anatbmicas que serdo contidas pelo enrijecimento da quitina
(quitinizacdo), compreendendo a capsula cefalica e o sifao respiratério, enquanto as
partes mais moles crescem mais lentamente e de forma continua. O corpo gorduroso, o
tecido nervoso e as gbnadas crescem por aumento do numero de células, enquanto o
crescimento dos tecidos das papilas anais, tubulos de Malpighi e glandulas salivares se
dao principalmente pelo aumento do volume de suas células (CLEMENTS, 1963). Assim,
qualquer interferéncia com as ag¢des da enzima DNA topoisomerase Il de Ae. aegypti
podera comprometer, ao menos em parte, os eventos que promovem divisdes celulares
nas sucessivas mudas ao longo dos estagios larvais e, consequentemente, causar danos
as formas larvais e impedir a formagdo adequada do mosquito adulto durante a
metamorfose. Uma vez que todos os eventos morfogenéticos dependem de proliferagao e
diferenciacado celular, a formacao de estruturas cuticulares vai depender do “cardapio”
correto de proteinas sintetizadas pelas células da cuticula, que possivelmente também

tem sua capacidade replicativa reduzida pela acédo do etoposideo.

Dessa forma, para dar continuidade a caracterizacdo funcional da enzima DNA
topoisomerase Il, realizamos uma série de ensaios in vitro, onde analisamos os efeitos do

etoposideo sobre células de Ae. aegypti mantidas em cultura.

Encontram-se descritas na literatura algumas linhagens celulares estabelecidas de
Ae. aegypti que sao usadas no estudo de diversos aspectos da biologia celular desse
vetor (SINGH, 1967; PELEG, 1968, MOHAMED et al., 2018). Dentre as linhagens
utilizadas, uma das mais amplamente empregadas corresponde as células Aag2,

originadas de células embrionarias imortalizadas de Ae. aegypti (PELEG, 1968). A
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linhagem Aag?2 foi escolhida para investigarmos, a nivel celular, a importadncia da enzima

DNA topoisomerase Il e sua inibicao pelo etoposideo.

Nas duas abordagens experimentais empregadas para avaliagdo da viabilidade
celular, os efeitos do inibidor foram dose-resposta e tempo dependente. Sendo capaz de
reduzir a capacidade proliferativa das células, confirmada pelo ensaio de cristal violeta
(figura 34), em nossas analises o pos testes de deteccido de tendéncias mostraram que a
inclinagdo das curvas aumentaram progressivamente, de -0,1323 em 24 horas até -
0,2547 em 96 horas, acentuando o efeito da dose em fungdo do tempo de exposi¢cao. As
curvas de sobrevivéncia (24 e 48 horas) do ensaio do MTT também reproduziram
sensibilidade dose-dependente das células Aag2 ao inibidor etoposideo (figura 33), com
valores de ICsp médios de 121,45 uM (24 horas) e 64,78 uM (48 horas) (tabela 2). De
forma que um maior periodo de exposi¢cao requer uma concentragao efetiva menor para

reduzir a viabilidade celular.

E importante mencionar que os valores de ICs, determinados para as células Aag2
mantiveram-se na ordem de uM, de forma semelhante a que ocorre em outros tipos
celulares e estao relativamente proximos aos descritos para diversas linhagens celulares
tumorais. Por exemplo, um estudo mostrou que células BGC-823 (derivadas de tumor
gastrointestinal humano), HelLa (tumor cervical humano), HepG2 (tumor hepatico humano)
e A549 (tumor de pulmao humano) apresentaram valores de ICso de 43, 74, 209, 90, 30,
16 e 139,54 uM, respectivamente, em 48 horas (XIAO et al., 2014). Outro estudo relatou
valores de 16, 10 e 4,3 yM em 48 horas de tratamento com etoposideo para as linhagens
A549, DLD-1 (derivada de tumor colorretal humano) e WS-1 (derivada de fibroblastos de
pele humana sadia) (QIU et al., 2019). Ja fibroblastos de camundongo da linhagem 3T3-
L1 apresentaram IC5y de 37,8 € 9,8 yM em 24 e 48 horas de tratamento com etoposideo,
respectivamente (LEE et al., 2017). Até onde foi possivel verificar, trata-se da primeira
descrigao de valores de I1Cso para tratamento com etoposideo em uma linhagem celular de

animais invertebrados e, em particular, de um artréopode vetor de doenca, o Aedes

aegypti.

Conforme visto no item 1.2.11, o etoposideo atua na estabilizacdo dos complexos
de clivagem formados entre o DNA e a enzima topoisomerse Il, os Top2ccs, levando a

nao religacao das quebras de fita dupla (DSBs) nas cadeias do DNA. A inibigdo da fungao
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da DNA topoisomerase Il, juntamente com o acumulo de DSBs, pode levar ao bloqueio do
ciclo celular e a morte (NITISS; BECK, 1996; MORIMOTO et al., 2019) por apoptose. A
DNA topoisomerase |l assume varios papéis em diversos processos celulares, induzindo
o relaxamento do DNA, evitando sua superhelicoidizacdo ou convertendo em formas
concatenadas (entrelagadas ou interconectadas) em formas decatenadas (separadas)
(VOLOGODSKII; RYBENKOV, 2009; RAMPAKAKIS et al., 2010). A decatenagédo do DNA
consiste em uma funcdo exercida exclusivamente pelas topoisomerases do tipo I,
enquanto as acdes de relaxamento podem ser também exercidas pelas DNA
topoisomerases do tipo | (Champoux, 2001). Portanto, a determinagao in vitro da DNA
topoisomerase Il de Ae. egypti como alvo do etoposideo envolveu um ensaio especifico

que avaliou a inibicado da capacidade de decatenacao pela DNA topoisomerase Il.

O comprometimento da viabilidade celular e a indugdo da morte por apoptose
frente ao tratamento com etoposideo sdo fenbmenos muito bem estabelecidos em muitos
tumores e modelos celulares derivados de mamiferos, como fibroblastos 3T3 e linhagens
tumorais (STAHELIN, 1973; HANDE, 1998; LEE et al., 2017, QIU et al., 2019). Ja em
modelos celulares provenientes de animais invertebrados, os fendmenos induzidos por
etoposideo foram bem menos explorados. Alguns estudos evidenciaram que o etoposideo
atua como um indutor de morte celular por apoptose em células de insetos. Por exemplo,
estudos na linhagem celular S2 de Drosophila melanogaster (POLTRONIERI et al., 1997)
e na linhagem celular Sf9 do lepiddptero Spodoptera frugiperda (HAMBARDE; SINGH;
CHANDNA, 2013) descrevem que essas células, quando expostas ao etoposideo, exibem
alteracbes bioquimicas e morfolégicas tipicas de células apoptoticas, caracterizando-o
como um controle positivo efetivo da inducéo desse tipo de morte celular programada em

insetos.

Em animais, a morte celular pode ocorrer por vias diversas, como necrose,
apoptose, morte celular autofagica e também por catastrofe mitética, entre outras
(KROEMER; GALLUZZI; BRENNER, 2007). Para caracterizagdo da morte celular sofrida
pelas células Aag2 durante o tratamento com etoposideo sao necessarias outras analises
além da viabilidade celular, uma vez que os diferentes tipos de morte celular sao definidos
por critérios morfolégicos (DUPREZ et al., 2009) e bioquimicos (WALKER et al., 1988).

Assim o presente trabalho procurou avaliar as caracteristicas morfolégicas das células
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Aag2 em resposta da inibicdo da enzima DNA topoisomerase Il. Os resultados da
histoquimica com hematoxilina-eosina (HE) mostraram que a dinamica de proliferagcéo
celular foi drasticamente afetada pelo etoposideo durante 48 e 96 horas de exposicao
(figuras 36 e 37), sustentando os dados da proliferacdo e viabilidade discutidos
anteriormente. A menor capacidade de divisdo das células pode ser atribuida a redugao
das jungdes celulares, que contribuem para a formagado das monocamadas de células. A
diminuicdo das juncbes celulares é evidenciada por uma retracdo citoplasmatica
crescente, dando as células um formato arredondado e bem menor em relacdo aos
controles, sugerindo um efeito dose-dependente (figuras 36 e 37). Possivelmente, as
alteracbes morfologicas observadas se deram devido ao bloqueio na progresséo do ciclo
celular, caracterizando as alteracdes tipicas que acompanham um cenario com morte

celular.

Quando observadas sobre microscopia Optica de fluorescéncia, as células Aag2
tratadas com etoposideo apresentaram nucleos bem menores e com indicios de
fragmentagao ja em 24 horas nos tratamentos com 10, 50 e 100 uM do inibidor (figura 38-
A: 24 horas). Com o aumento do tempo de exposi¢géo ao inibidor as células passam a
apresentar nucleos picnéticos e marginalizados em relagdo a area citoplasmatica. As
alteragdes morfoldgicas observadas nos nucleos sdo compativeis com a ocorréncia de
morte celular por apoptose, que envolve condensac¢édo da cromatina e do nucleoplasma,
seguida da fragmentagdo nuclear (WALKER et al., 1988). Além disso, tanto na
microscopia Optica de contraste de fase, quanto na coloragdo com HE as células Aag2
tratadas se tornam mais “arredondadas” e com formato irregular, uma morfologia muito
semelhante a aquela apresentada por células Sf9 incubadas com 100 uM de etoposideo
durante 24 horas (HAMBARDE; SINGH; CHANDNA, 2013). Como esperado, os efeitos do
etoposideo sobre a morfologia celular e nuclear sdo mais acentuados nas concentragoes
de 50 e 100 yM, como observado tanto na analise de histoquimica, quanto na microscopia
de contraste de fase e no perfil de fluorescéncia dos nucleos (figuras 38: 48 72 e 96
horas). Possivelmente, as alteragdes na morfologia destas células se deram devido a dois
fatores: o acumulo de quebras em dupla fita no DNA (DSBs), que podem causar desde
uma parada na progressao do ciclo celular até a morte por apoptose, e o ndo desenlace
das cromatides irmas durante a mitose, que pode promover uma parada do ciclo durante

a divisao celular e o disparo da morte pela via da catastrofe mitética (VITALE et al., 2011;
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MC GEE, 2015), hipotese que poderia ser melhor comprovada através de estudo

citogenético e analise do caridtipo dessas células.

Apdbs a observagao das alteragdes morfologicas, a morte por apoptose foi estimada
com uma analise por eletroforese do DNA genbmico das células Aag2 expostas ao
etoposideo, onde a fragmentacgao internucleossémica do DNA foi observada em todas as
concentragoes e tempos de tratamento com o inibidor (figura 39). Bioquimicamente, existe
uma clivagem enzimatica do DNA internucleossomal distinta e caracteristica da morte por
apoptose, que € bem diferente da degradacédo aleatéria do DNA observada na morte
celular por necrose (WALKER et al.,, 1988), sendo possivel identificar o perfil
caracteristico de fragmentos de DNA multiplos de 200 pb neste ensaio. Essa técnica de
deteccao de apoptose foi muito empregada na determinagao de morte celular fisioldgica
em culturas de células de insetos (CLEM; FECHHEIMER; MILLER, 1991; PRIKHOD’KO
et al., 1999), constituido uma ferramenta auxiliar para avaliagdo e caracterizagdo da

apoptose.

As analises da marcacao, em carater qualitativo, das células com Anexina-V e
iodeto de propideo (Pl) apds exposicdo ao etoposideo, complementam
experimentalmente os dados de alteragbes morfolégicas e fragmentagéo
internucleossomal do DNA. Através da avaliagdo dos danos a permeabilidade de
membrana e da exposicao de fosfatidilserina no folheto externo da membrana plasmatica,
€ possivel inferir os estagios iniciais e avangcados da apoptose em intervalos de tempo
menores (6, 18, 24, 48 horas) (figura 40) , auxiliando na melhor compreensdo dos
diferentes estagios da apoptose e da dindmica da progressao do ciclo celular nas células
do mosquito submetidas a inibicdo da atividade da DNA topoisomerase Il. Além disso, foi
feita uma andlise do ciclo celular por citometria de fluxo das populagbes de células Aag2
tratadas com etoposideo. Andlise que permitiu distinguir e quantificar a proporgcéo de
células em cada etapa do ciclo celular (G0/G1, S e G2/M), assim como aponta a presenga

de corpos apoptéticos (figura 41).

O etoposideo é capaz de induzir o bloqueio do ciclo celular e promover a morte por
apoptose (STAHELIN, 1973). Tanto in vivo quanto in vitro, o etoposideo é mais citotdxico
quando atua sobre células na fase S tardia, periodo da sintese do DNA, ou inicio da fase

G2, na interfase pré-mitética, sendo caracterizado como um inibidor citotéxico de fase
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especifica, promovendo quebras de fitas duplas de DNA, com acao dose dependente
(BRUNTON; HILAL-DANDAN; KNOLLMANN, 2018). Assim as maiores concentragbes do
inibidor (50 e 100 uM), exibiram cenarios com parte da populagéo de células em apoptose
ja nas primeiras 6 horas do teste, identificadas pela marcagéo positiva da Anexina-V e PI
(figura 41- A). Ja nos experimentos de avaliagdo do ciclo celular com citometria de fluxo
observamos que, enquanto a concentragao de 50 uM do inibidor promove a reducio de
células na fase G0/G1 no ciclo celular, a de 100 uyM induz o acumulo de células na
populagdo GO/G1 no mesmo periodo de incubacgao (figura 41- A: 6 horas), sugerindo um
bloqueio do ciclo celular no ponto de checagem que ocorre ao final da fase G1 do ciclo

celular.

E em concentragées menores do inibidor (1 e 10 uM), parte das células assume um
perfil compativel com a apoptose somente em 18 horas de ensaio, identificadas pela
marcagao positiva da anexina-V (figura 41- B). Nos experimentos de citometria de fluxo,
notamos que o etoposideo a 10 uM promove um decréscimo acentuado da populagao de
células em G0/G1 em 6 horas de exposigdo, com esgotamento total dessa populagao ja
em 48 horas de ensaio (figura 42- A: 48 horas). Assim sugerimos que uma grande
proporgéo das células tratadas com 10 e 50 yM do inibidor consegue passar pelo ponto
de checagem da fase G1, mas sofre um bloqueio em G2/M, um fenbmeno mais
claramente visivel nas populagdes expostas a 10 uM do inibidor. Este bloqueio em G2/M
se mantém até 48 horas, em conjunto com eventos de apoptose avangada observados na

marcacao com Anexina-V e Pl para esse tempo (figura 41- D).

Em 24 horas de ensaio com Anexina-V e PIl, uma grande proporgao das células do
tratamento de 1 uM expde fosfatidilserina no folheto externo de suas membranas e
apresenta algum comprometimento a permeabilidade de membrana, o que é compativel
com o disparo da morte por apoptose. Ja as células expostas a 10 uM de etoposideo
parecem expor a fosfatidilserina em suas membranas, mas nado apresentam danos
significativos a permeabilidade de membrana (figura 41- C). Apesar de n&o termos esta
observagao para os experimentos de citometria de fluxo nesta concentragcdo, notamos
aqui que as células aparentemente apresentam uma sensibilidade consideravel a uma

dose 10 vezes menor do inibidor.
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Nos experimentos de citometria de fluxo (figura 41-B e C), observamos que grande
parte das células expostas a 10 uM do inibidor (e em alguma extenséo para as expostas a
50 uM) escapam do bloqueio S/G2/M e geram uma nova populagdo de células em
aparente tetraploidia, que é observada na forma de um terceiro pico nos histogramas. O
aparecimento de células apresentando tetraploidia pode estar relacionado ao
estabelecimento de um processo de endoreplicacdo ou a uma etapa do processo de
morte celular por catastrofe mitética. O processo de endoreplicagdo é conhecido por dar
origem a células com coépias extras dos cromossomos por meio de repetidos ciclos
replicativos, resultando em poliploidia, politenia ou amplificagdo (FOX; DURONIO, 2013).
Consistindo num desvio do ciclo celular canénico, com reinicio da replicacdo do DNA mais
de uma vez por ciclo celular. Na endoreplicacdo, o acumulo de DNA na célula resulta de
periodos alternados das fases S e G2/G1, nao completando ou até mesmo nao iniciando
a mitose (EDGAR; ORR-WEAVER, 2001). Em dipteros, como Drosophila melanogaster a
politenia ocorre na maioria dos tecidos e poliploidia em alguns (NORDMAN; ORR-
WEAVER, 2012). Em D. melanogaster os niveis de ploidia em células diferenciadas
podem variar de 16C a 1024C (RODMAN, 1967).

As células Aag2 sado de origem embrionaria e aparentemente apresentam um perfil
basal de tetraploidia em condi¢cdes normais (8C) (figura 41-A, B e C: histogramas
controle), observado como um pico discreto na amostra controle da analise do ciclo
celular. Porém o tratamento com 10 uM de etoposideo promove a intensificagcao desse
processo. Os eventos de endoreplicacdo podem estar relacionados a condigdes anormais
de proliferacao celular, devido a rigidez do controle da replicacao e divisdo celular, o que
contribui para instabilidade genémica e cenarios patolégicos na célula (DAVOLI; DE
LANGE, 2001).

Segundo Fox e Duronio (2013), a conversédo de um ciclo mitético num ciclo
endoreplicativo depende da supressao da divisao celular e da manutencédo da atividade
dos complexos ciclina/CDK, oscilando em niveis baixos e altos, para que o material
genético seja reduplicado na auséncia de divisdo celular. O que corresponderia ao

cenario observado principalmente nos tratamentos com 10 yM de etoposideo.

A catastrofe mitética € outro fendbmeno ja descrito que pode explicar a tetraploidia

observada nos experimentos de citometria de fluxo. A catastrofe mitética € um processo
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fisiolégico de morte celular decorrente de falhas ou interferéncias com a segregagéao dos
cromossomos durante a divisdo mitética e importante por prevenir desfechos que leve a
instabilidade gendmica (VITALE et al., 2011; MC GEE, 2015). A catastrofe mitética pode
ser definida como um mecanismo celular que detecta falhas na execu¢cao da mitose e
encaminha a célula para a morte celular ou para um estado de senescéncia, evitando
assim que células filhas possam assumir um estado oncogénico. Durante a catastrofe
mitética as células passam por uma parada ou bloqueio do ciclo celular na fase M, que
pode levar diretamente a morte celular ou ainda ao reingresso na fase G1, com
comprometimento para a morte celular ou para a entrada em senescéncia (VITALE et al.,
2011; MC GEE, 2015). Durante esse processo, as células que reingressam em G1 podem
apresentar um estado polipldide, sendo que uma propor¢ado dessas células poliploides
pode gerar células descendentes viaveis (ERENPREISA et al., 2005). Dentre os agentes
quimicos que podem promover a catastrofe mitética esta a doxorrubicina que, assim como
etoposideo, € um inibidor da atividade da DNA topoisomerase Il (EOM et al., 2005).
Curiosamente, em um modelo de células tumorais hepaticas humanas, a doxorrubicina
induz a morte celular por catastrofe mitética somente quando administrada em pequenas
doses, enquanto doses maiores induzem a morte celular pela via apoptotica convencional
(EOM et al., 2005). Essa forma de atuacéo se assemelha ao que observamos nos ensaios
de citometria de fluxo para células Aag2 tratadas com concentragcbes menores e maiores
de etoposideo. Nesse cenario, 0 ndo desenlace cromossdmico causado pela inibicao da
DNA topoisomerase |l seria responsavel pela parada na progressao do ciclo durante a
mitose e as células nesse estado corresponderiam ao pico em G2/M observado na
concentracdao de 10 pM de etoposideo (figura 42). Além disso, o pico tetraploide
observado nessa mesma concentracdo seria derivado de uma proporcdo de células

tetrapléides que passaram da fase M e conseguiram replicar seu genoma.

Diferentemente do que ocorre nas concentragdes inferiores no ensaio de citometria
de fluxo, a concentracao de 100 uM nao favorece aumento dos niveis de tetraploidia e
também conduz a um cenario inicial com grande acumulo de células em G0/G1 (figura 42-
C), com uma populagao bastante reduzida de células nas fases S/G2/M. Notamos que
parte dessas células morreram com o aumento das horas de exposicao ao etoposideo,
com niveis de apoptose crescentes a partir de 18 horas e dominando os histogramas nos

intervalos de tempo subsequentes. Esses dados refletem a apoptose em estagios
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avancados com acentuada internalizacdo de Pl e exposicdo de fosfatidilserina em 48
horas de ensaio (figura 40-D), assim como a fragmentagao internucleossomal de DNA,

também observada nesse mesmo intervalo.

Considerando os dados em conjunto, as diferentes concentragdes do inibidor levam
as células tratadas a diferentes desfechos. Isso pode ocorrer devido a diferentes niveis de
inibicdo da atividade enzimatica da DNA topoisomerase Il, produzindo assim danos no
DNA em menor e maior intensidade e também interferindo com fenémenos celulares
como replicagao, transcrigdo e mitose de forma diferenciada. Para as concentracoes
menores de etoposideo (exemplo: 10 yM), sugerimos que o inibidor ndo promova a
formagdo de um grande numero quebras de fita dupla (DSBs) que as demais
concentragdes do ensaio (50 e 100 pyM). Assim, sugerimos que 0 mecanismo de agao do
etoposideo nas concentragdes menores se deva a inibicdo da atividade de decatenacao
das cromatides irmas, promovendo uma parada do ciclo nos pontos de checagem ao final
de G2 ou em M, sem estimular diretamente o processo convencional de morte celular por
apoptose. Entretanto, mesmo sem a ocorréncia de apoptose, a proliferagao celular é
comprometida em grau consideravel. Ja para concentragbes maiores de etoposideo
(exemplo: 100 uM) irdo ocorrer danos ao DNA, na forma de DSBs, em grandes
quantidades e que irdo conduzir a alteragbes mais drasticas e imediatas na progressio do

ciclo celular.

A resposta de uma célula aos danos no DNA depende tanto da natureza e da
magnitude das lesdes quanto a sua posi¢céo exata do ciclo celular. Um estudo de video
microscopia com lapso de tempo (time lapse microscopy) foi observado, em células
humanas em cultura, que danos no DNA desencadeiam paradas na progresséo do ciclo
celular que vao depender da fase do ciclo em que as células foram tratadas (CHAO et al.,
2017). Assim, uma interpretacédo para os dados obtidos por citometria de fluxo seria que
danos de DSBs em menor quantidade, produzidos pela dose de 10 uM de etoposideo,
nao seriam suficientes para parar as células durante o ponto de checagem no final de G1,
promovendo a parada do ciclo apenas no ponto de checagem na transicao G2/M ou no
ponto de checagem que ocorre durante a metafase da mitose. Por outro lado, uma maior

proporcdo de danos DSBs, provocada pela concentracdo de 100 uyM de etoposideo,
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provocaria uma parada no ponto de checagem ao final de G1, impedindo a entrada em S

e promovendo a morte celular por apoptose.

O trabalho apresenta a primeira descricdo de uma enzima do tipo DNA
topoisomerase em Ae. aegypti, incluindo a analise dos efeitos do inibidor classico
etoposideo sobre o mosquito e sobre a linhagem celular Aag2. Curiosamente, podemos
encontrar na literatura algumas publicacbes que mostram a susceptibilidade de Ae.
aegypti a produtos naturais que contém, entre seus constituintes, inibidores da atividade
da DNA topoisomerase Il e que, portanto, apontam essa enzima como um bom alvo para
o desenvolvimento de inibidores com atividade mosquitocida e larvicida. Para fins de
exemplo, o composto (3-n-butil-4,5-dihidroftalideo) isolado no extrato das sementes de
Apium graveolens L. (salsdo), com atividade inibitoria para DNA topoisomerase | e |l de S.
serevisiae na concentracdo de 100 pg/mL, também foi capaz de exibir 100% da
mortalidade em larvas do 4° estagio de Ae. aegypti durante 24 horas de exposi¢cao, em
uma concentracao de 25 ug/mL (MOMIN; RAMSEWAK; NAIR, 2000).

Por fim, em conjunto os dados descritos experimentalmente nesse trabalho
fornecem os primeiros indicativos do em termos estruturais e funcionais da enzima DNA
topoisomerase Il do vetor Ae. aegypti, um modelo de grande importancia na saude
publica. A caracterizagdo da interacdo do inibidor etoposideo e a enzima AeTop2 in silico
no estudo de ancoramento molecular permitiu a identificagcado de singularidades estruturais
que abrem possibilidades para o desenvolvimento de inibidores seletivos, de forma que
tanto in vivo e in vitro os efeitos do inibidor demonstraram uma acao pleiotropica, afetando

multiplos processos que dependem de diviséo celular.
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6. CONCLUSOES

e O mosquito Ae. aegypti possui um unico gene que codifica a enzima DNA
topoisomerases Il (AeTop2) e que compartilha 76% de similaridade com seu
ortélogo em D. melanogaster e cerca de 65% de similaridade com seus
ortélogos em Homo sapiens. AeTop2 apresenta conservados os dominios
GyrA e GyrB, assim como os principais motivos funcionais caracteristicos

dessas enzimas.

¢ Evolutivamente o gene da AeTop2 diverge juntamente com os ortélogos de
artrépodes e em um clado separado do que engloba as isoformas alfa e beta

de cordados.

e Foi construido, otimizado e validado um modelo da enzima AeTop2. Nos
estudos de docking molecular com o inibidor etoposideo, foi observado que
o modelo compartilha muitas interagcbes homoldgas as realizadas no molde

(topoisomerase II- de H. sapiens).

e A identificagdo de singularidades nas substituicbes de aminoacidos na
estrutura do modelo da proteina AeTop2 fornece informagdes para

desenvolvimento de inibidores seletivos.

e O mRNA de AeTop2 é expresso em todos os estagios de desenvolvimento

do mosquito Ae. aegypti.

¢ A dieta sanguinea contribui para os maiores niveis de expressdo do mRNA

de AeTop2 em fémeas do mosquito Ae. aegypti.

e Nas fémeas do mosquito Ae. aegypti alimentadas com sangue, 0s ovarios

sdo o 6rgao com maior nivel de expressao do mRNA de AeTop2.

e Nos ovarios das fémeas de Ae. aegypti, o mRNA da enzima AeTop2 é
enriquecendo espacialmente nas células foliculares ao longo de todo ovario

nas camaras ovociticas.
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e Os extratos de proteinas nucleares das células Aag2 apresentaram atividade
de decatenacdo do kDNA in vitro dependente de ATP.

e A atividade de decatenagdo do kDNA dos extratos nucleares de Aag2 foi
inibida pelo etoposideo de forma parcial com doses de 1, 10 e 50 uM e de

forma total com doses acima de 100 uM.

e A exposicdo in vivo ao inibidor etoposideo promove atraso no

desenvolvimento, mortalidade e alteragdes morfolégicas nas larvas de Ae.

aegypti.

e A inibicdo da atividade da enzima DNA topoisomerase |l reduz a
sobrevivéncia e viabilidade das células Aag2, com efeitos sobre a

proliferagéo celular e indugcado de morfologia semelhante a apoptética.

e O etoposideo é capaz de induzir a morte celular por apoptose em células
Aag2, indicada pela fragmentacdo internucleossémica do DNA, pela
exposicao de fosfatidilserina no folheto externo da membrana plasmatica e

por danos a permeabilidade de membrana.

¢ Diferentes concentragdes de etoposideo promovem diferentes perfis de ciclo
celular ao longo do tempo em células Aag2. Em particular: (I) Em
concentragées menores (10 uM), o etoposideo parece promover a parada do
ciclo celular ao final de G2/M e (ll) em doses superiores (100 uM), o
etoposideo promove efeitos mais drasticos, com a parada do ciclo celular no

ponto de checagem ao final de G1 e indugdo massiva de morte celular.

e A intensificacdo de um estado de tetraploidia € observada nas células Aag2
na menor dose de exposicdo do inibidor (10 yM), possivelmente como
resposta de falhas na segregagao cromossOmica e a eventual ocorréncia de

catastrofe mitética ou endoreplicagdo gendmica.
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Abstract

DNA topoisomerase Il enzymes maintain DNA stability during vital processes, such
as genome replication, transcrintio., and chromosomal segregation during mitosis and
meiosis. In the present work, we ar.alyzed functional aspects of the DNA topoisomerase I
(AeTopll) enzyme of the mosouittedes aegypti. Here, we show that AeTopll mRNA is
expressed at all stages of \nosquito developmenin Byu hybridization,we found that the
AeTopll mRNA is conr.c. traed along the ovarian follicular cells as well as in the region of
the follicles. The ow~eived expression profiles likely reflect increased topoisomerase |l
cellular requirements uue to the intense ovarian growth and egg production following blood
feeding inAe. aegypti females. The drug etoposide, a classic inhibitor of topoisomerase I,
was used fom vivo testing with 2° stage larvae, in order to investigate the functional
importance of this enzyme e aegypti survival and development. Inhibition of
topoisomerase Il activity with etoposide concentrations ranging from 10 taMG0did not
leads to the immediate death of larvae. However, after 10 days of observation, etoposide
treatments resulted in 30-40% decrease in survival, in a dose dependent manner, with
persisting larvae and pupae presenting incomplete development, as well as morphological
abnormalities. Also, approximately 50% of the treated larvae did not reach the pupal stage.

Thus, we conclude that AeTopll is a vital enzyme in the developmeke aekgypti and its



sensitivity to inhibitors should be explored for potential chemical agents to be used in vector
control.

Introduction
The Aedes aegypti mosquito is considered one of the main public health issues in

tropical countries due to its role in the transmission of arboviruses, such as dengue, Zika
chikungunya and yellow fever (Fontenille and Powell, 2021). Currently, the insect vector is
considered to be the most vulnerable link in the epidemiological chain of transmission of
these arboviruses, thereby justifying vector control as the main strategy to reduce the impact
of these epidemics worldwide (WHO, 2008gdes aegypti is well adapted to urban habitats,
which has led to high exposute insecticides and, cons: wently, to the development of
resistance to chemical agents traditionally employed i1 its control (Ayorinde et al., 2015).
Since the global spread of insecticide resistance is a serious threat to the control of
arboviruses, the search for new molecular targets *hat directly inhibit vital prooégses
aegypti represents an important step in estai.'shrag alternative rveotdrol strategies
(Moyes et al., 2007

DNA topoisomerases are present n ! living organisms and are responsible for the
dynamic maintenance ®@NA topologi.al tatus. These enzymes promote untangling of the
double helix by catalyzing cleavage a..d &ipn of DNA chains involved in several
fundamental biological process.: _uch as transcription, replication and chromosome
segregation during cellular Jiv.cion (Champoux, 2001, Wang, 2002). The DNA
topoisomerases can be diviciea ‘nto two major classes (I and Il), which differ mainly in their
mechanism of action (Wany, 2002). Class | DNA topoisomerases|)Topd to DNA and
cleave a single strand o1 ‘he double helix, resulting % phosphate covalently bound to a
tyrosine residue from *he active site during the catalytic cycle. The intact DNA segment is
then passed through the cleaved region and the free ends of the cleaved segmeent are
ligated, thus relaxing theNA structure (lima et al., 1994). This activity is important during
the progressive movement of replication and transcription forks, as well as during
interactions with chromatin proteins (Wang, 2002). CIds®NA topoisomerases are
homodimers that able to cut both strands of DiNA double helix at the same time in an
ATP-dependent reaction. The double strand break allows another segment of DNA to be
translocated through the cleavage site. Similar to Top I, covalent bonds are also formed
between tyrosines of the active site and 5' phosphates in each cleaved strand in this reaction,
thus ensuring restoration BINA integrity at the terminus of the catalytic cycle (Bergerat et

al., 1997). In addition to relaxing the DNA structure, double strand breaks produced by type



Il topoisomerases enzymes also allow for intertwined DNA molecules to be resolved, which
is essential for chromosomal segregation during cell division (Holm et al., 1985, Akimitsu et
al., 2003).

In the past few decades, DNA topoisomerase enzymes have been used as molecular
targets in the development of pharmacological inhibitors for various therapeutic strategies,
including to fight cancer and bacterial diseases, as well as many studies considering their
potential as antiparasitic agents (Cheesman, 2000, D'atanasio et al., 202, d€cdari
2020). Etoposide (VP-16-213), which is derived from epipodophyllotoxin, is one of the most
well-known inhibitors of type Il topoisomerase enzymes and is used clinically in the therapy
of some tumors (Topcu, 2001, Pommier et al., 2010). ~toposide belongs to a class of
inhibitors whose mechanism of action consists of stcbilii.ing the covalent enzyme-DNA
complex. In addition to interrupting essential biolog cal processes, the stabilization of this
complex also promotes permanent breaks in the <ticture of the DNA in the segment bound
to the enzyme, which is considered to be the ma:~ cause of the persistent DNA damage and,
consequently, the cytotoxicity of these irim.itors (Nitiss and Beck, 1996, Bandele and
Osheroff, 2008, De Campos et al., 2017, 1ne inhibitory properties of etoposide have also
been studied in the parasites that cc'isr. malaria and trypanosomiasis (Hande, 1998, Kelly et
al., 2006, Mudeppa et al., 201Z, Shapiro and Showalter, 1994). To date, there are no
published studies concerning .n. ~=ffects of type Il topoisomerase inhibitors on the
development of insect vectors. ~Jaitionally, there are no available reports on the potential of
insect type Il topoisomeras ™ enzymes as molecular targets for the development of vector
control agents. In this conte.t, the present study identifigane encoding a DNA type Il
topoisomerase enzvm 2 in the genome ofAfieaegypti mosquito (AeTopll) and determines
its mMRNA expression rofile throughout all stages of development and in blood-fed adult
females. Additionally, this work evaluates the effects of type Il topoisomerase inhibition by
etoposide on the survival and developmera@faegypti.

Methods
Colony of Aedes aegypti

Ae. aegypti mosquitoes of the Rockefeller strain were collected at the insectary of the
Integrated Biochemistry Laboratory Hatisaburo Masuda - LIBHM, at UFRJ/ Campus Macaé,
and maintained in a cycle of 12 hours light/12 hours dark at a relative humidity of 60-70%
and temperature of 28 °C. Adults insects were kept in plastic cages measuring 25 x 20 cm in
diameter and fed 10% sucrose solutaoribitum. The adults were fed a blood meal every 7

days in Swiss mice. The larvae were reared in trays measuring 45 x 25 cm in diameter



containing 1 L of water and approximately 500 mg of crushed mice food (Nuvilab CR-1,
Quimtia).
Molecular phylogeny

The predicted peptide sequences of the type Il DNA topoisomerase enzymes were
collected through BlastP similarity searches in the NCBI's RefSeq database, using the Topll
peptide sequence ddrosophila melanogaster (NP_476760) as a bait. The sequences of
selected organisms were aligned with the ClustalX program (v. 2.0) and the phylogenetic
reconstructions were performed using the MEGA X program (v. 10.0.5) (Kumar et al., 2018).
The cladogram ws constructed using the Neighbor-Joining algorithm (with Poisson
correction and pairwise gap deletion, using 1,000 bco:strap replicates). The Topll of
Saccharomyces cerevisiae was chosen as an outgroup and' us::d to root the trees.
Structural model prediction and molecular docking

Etoposide structure was built and eneogyiisc? in Spartan 08’ with a PM3 semi-
empirical method. AeTopll homology based mou~! was obtained in the server SwissModel,
using the human TopB-structure (3QX3) as “erplate (Wu et al., 2011), and refined with
ModRefiner server. The geometric parcmeters of the structure were validated with the
Rampage server, which generatec tbe Ramachandran plot (Supplementary figure S4).
Molecular docking was performea “vith the software GOLD (v 5.7.0), and Score, Chemscore,
ChemPLP and Goldscofenctions we e used for docking analysis, varying the search radius
from 10 to 20 A around the nitroy=n atom from the Arg505 catalytic residue of AeTopll. The
structure of the refined moJ'el and molecular docking with etoposide were visualized with
PyMOL (v.2.4.0a0) an@ICVIA Discovery Sudio (v.16.1.0.15350).
Design of PCR primers

Nucleotide sequ *nces fée. aegypti genes encoding AeTopll, ribosomal protein S7
(RPS7) and Oskar were obtained in Vectorbase (https://www. vectorbase.org/) and NCBI
database (https://www.ncbi.nlm.nih.ghbvin situ hybridization and RT-gPCR primer pairs
were designed with the OlighnalyzerTool and Reallime PCRTool programs, both from
IDT-Integrated DNA Technologies (https://www.idtdna.com/scitools/Applicatipnsand
synthesized by Macrogen Inc. (Seoul, South Korea). All primer sequences and amplicon sizes
used in this study are provided in the supplementary data (Supplementary Table 1).
cDNA synthesis and quantitative real-time RT-PCR

Total RNA was extracted from approximately 100 mg of tissudeobegypti in the
pupal stage,®, 2% 39 and 4" larval stages, eggs (5 days) and blood or sucrose-fed 7 day old

adult females. Additionally, total RNA was extracted from dissected fat body, intestine and



ovaries of sucrose-fed and 48 h post-blood fed female insects. The *IRéagent
(Invitrogen) was used for all extractions, following the manufacturer's instructions, and three
independent biological replicates were used for each assay. cDNA was synthesizegdrom 1
of RNA using the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems),
according to manufacturer's instructions. The synthesized cDNA was uaddnaglate for
RT-gPCR relative expression analysis using the SYEBReen PCR Master Mixeagent
(Applied Biosystems). The reactions were prepared as followd: 6f cDNA diluted to
1:10, 7.5uL of SYBR® Green PCR Master Mix, 250 nM of each primer and then nuclease
free deionized water was addédl 15 uL. Cycle conditions consisted of a 20 s initial
denaturation step at 95 °C followed by 40 cycles of a 1 s u>naturation step at 95 °C followed
by a 20 s annealing/extension step at 60 °C. Reaction tomp 2ratures were then gradually raised
from 45 to 95 °C to obtain the melting curves. The RT-JPCR reactions were performed in
triplicate and the melting curves were examinerd tu ensure specificity of the amplification
The results, which were recorded in Ct values (u.-<shold cycle), were connétesglative
expression valuessing the “ACt” (Schmittger. «ad Livak, 2008y “AACt” methods (Livak
and Schmittgen, 2001), with7-RPS7 mRN." used asreference of invariant expression.
Statistical analyses of RT-gPCR Jata were performed using the GraphiBaf 6
program (v. 6.01; GraphPad Sc®ware, Inc.). Studenttest was used for comparing
expression levels in sucrose anc ri»ed-fed mosquitoes, while one-way ANOVA with Tukey
post-hoc analysis was used fa. . uuple comparisons.
Synthesis of the RNA probe «.nd i situ hybridization
cDNA obtained frcm the'3larval stage ofe. aegypti was used aatemplate for the
synthesis of sense ar d aitisense RNA probes for AeTopll miRNAu hybridization. A
double strand template for RNA synthesis was constructed via two sequential PCRs using the
GoTad G2 Flexi DNA Polymerase (Promega), following the manufacturer instructions.
Specific primers with T7 RNA Pol promoter adaptatshe 5' end (Supplementary Table 1
were used for the first reaction. The product g finst reaction served astemplate for the
second PCR reaction, which egsuniversal primers directed towards the T7 RNA Pol
promoter sequence (Supplementary Table 1). In this reaction, the universal forward primer
was used to make the sense RNA guide probe while the universal reverse primer was used for
the antisense RNA guide probe. The products obtained in the second PCR reaction served as
templates for the synthesis of RNA probes, using the Maxis@rfpkit (AMBION),
according to the manufager’s instructions Oskar mRNA was used as a positive control for

in thein situ hybridization (Juhn and James, 2006) and its template was PCR amplified from



cDNA obtained from 10@ug of fresh laid mosquito eggs.

The ovaries of femalde. aegypti specimens were dissected 36 hours aitblood
feeding and submitted to the procedure of tissue preparationnadgtu hybridization,
following the protocol described by Juhn and James (Juhn and James, 2012). The tissues
were analyzed and images were recorded using a stereo microscope, model M205FA (Leica).
Etoposide activity bioassay

Etoposide (VP-16-213; Sigma-Aldrich), at concentrations of 10, 50, 100, 150 and 200
MM, was used in the bioassay of larvicidal activity. This experiment was performed with
three replicates in 6-well culture plates, containing 6.5 mL of distilled water an¥f &tage
larvae per well, comprising a total of 60 larvae for each treatment. Negative controls
consisted of larvae kept in 0.2% vehicle (DMSO), in dictillel] water. All wells were supplied
with crushed mice food (Nuvilab CR-1, Quimtia). . arvie survival was assessed at 24 h
intervals with the aid of a stereoscopic microscr~ne Motile larvae were evaluated as
dead, counted and then removed from the test. 2=uly observations occurred for 10 days and
the number of pupae formed during this per'ot. was also registered.

Survival was analyzed by Kaplan Meier plot using the Mantel-Cox logrank test to
check for significant differences an.* Gchan-Breslow-Wilcoxon test to check for trend or
dose-response. Theanalyss were parformed using the GraphPad Pfighprogram.
Morphological analysis of larvae ¢xr..<2d to etoposide

Morphological analysis o: tne etoposide-treated larvae was performed in 12-well
culture plates containing 2.2 mL distilled water with fiVd &age larvae per well. Control
larvae were kept in 0.2% DM30. Records of larval morphology were made ofi ¢t &f
observation under a st=rec microscope, model M205FA (Leica).

Results
I dentification of DNA topoisomerase |l in Ae. aegypti

As we could not find any previous studies regarding type |l topoisomerase enzymes in
Ae. aegypti, we first sought to identify this gene in publi@vailable sequence databases.
Searching for Topll sequences revealed thatAbeaegypti genome (Liverpool AGWG
strain) presents a single copy of the gene encoding this enzyme (access code at VectorBase:
AAEL018244). Phylogenetic reconstructions revealed that it era-fide Diptera geng
closely related to the well characterizBd melanogaster type Il topoisomerase enzyme
(Supplementary Figure S1). The Togene fromAe. aegypti (AAEL018244) has an open
reading frame of 4,524 bp, which encodes a polypeptide chain of 1,507 amino acids with an

estimated molecular mass of 171,016 kDa. The multiple alignment (Supplementary Figure



S2 shows a high degree of conservation between type Il topoisomerase enzymég.from
aegypti, D. melanogaster andHomo sapiens (a-isoform), including the presence of conserved
gyrase B and A domains (GyrB and GyrA), as well as TOPRIM and ATPase motifs and the
essential tyrosine residu&’'82), which is covalently bound to DNA during the catalytic
cycle. The predicted amino acid sequence of AeTopll shares 69% identity and 81% similarity
in 1,394 residues with thB. melanogaster Topll orthologie and 64% identity and 78%
similarity in 1,180 residues with human o isoform. Notably, the most evident differences are
found in the predicted dimerization site (Supplementary Figure S2). Additionallyethe
aegypti type Il topoisomerase enzyme hapredicted bipartite nuclear localization signal
(NLS) near the C-terminus, between positions 1,460 and . 485, close, but not juxtaposed, to
the experimentally characterized NLS of the human enz_'me (Supplementary Figure S2).
AeTopll mRNA isexpressed at all stages of the Ae. aeg /oti ife cycle

In order to understand the importanceA&T~n1 in the development ohe. aegypti,
we examined relative mRNA expression levels tiroughout the immature stages of the
mosquito life cycle (Figure 1). Althoug'A+Topll mRNA can be detectedn all
developmental stages, the lower exprecsion levels occur during the pupal stage. In fact
expression levels of AeTopll MRNA ‘n rupae are statistically different from the expression
level in eggs as well as if®and &' ~tage larvae. In particular, levels of AeTopll mRNA are
approximately 4 times lower in pripx> than fhstage larvae.

To investigate the influc:nce~ of nutritional input on the expression of AeTopll mMRNA
in adult mosquitoes, we comparéd relative expression levels between blood-fed and
sucrose-fed females. The wexpression of AeTopll mRNA in blood-fed females was
approximately 10 times hijher than the expression in females fed with only sucrose (Figure
2-A). Next, we attempte d to determine which internal organs express the highest levels of
AeTopll mRNA when mosquitaeare fed with blood. We found that expression of AeTopll
MRNA was much higher in the ovaries than any other organs examined, with relative
expression levels being approximately 11-fold higher than in fat body, for example (Figure 2-
B).

AeTopll mRNA isexpressed mostly by follicular cellswithin the ovaries

As the insect ovary is a relatively complex organ, containing several cell types performing
various physiologic roles, we attempted to identify which ovarian cells expressed the highest
levels of AeTopll expressiom blood-fed females using an situ hybridization approach.

The antisense probe for the AeTopll mMRNA stained the epithelial cells surrounding each

oocyte across the entire ovary (Figure 3). The presence of these cells in this region was



confirmed via nuclear fluorescence using DAPI (Figure 3-B). When observing the isolated
egg chamber under greater magnification (Figure 4), we found staining of the antisense probe
on follicular cells (fc) and in the region of grouped secondary and tertiary follicles (f2 and
f3). A positive control for thein situ hybridization technique was performed using an
antisense probe for theskar gene, in which we obtained an expected staining pattern in the
region of the follicles (f2 and f3) in the egg chamber (Supplementary Figure S3).
Molecular docking of etoposide with AeTopl |

Etoposide (VP-16-213) is a well-known inhibitor of mammalian type i
topoisomerase and its effect on cells and tissud3. ohelanogaster have been previously
characterized (Poltronieri et al., 1997). We have consu.'cted a computational model of
AeTopll, based on the experimentally solved structure f ht. man PBagrizyme complexed
with etoposide (Wu et al., 2011), in order to validate the use of this molecule as an inhibitor
of the mosquito enzyme. The comparative model ~t 2NA Topoisomerase |AgoArgypti
shows that the enzyme is a homodimer witho8%.'~¢s and 44-sheets in each monomer
(Figure 5-A). Docking studies indicate that eronoside is able to interact consistently with a
predicted model of AeTopll homodimer. The top pose obtained by molecular docking of
etoposide with the AeTopll is illustra =d n figure 5 (B-C) and present score values of 95.61
and 60.70, for chains A and B, respectively. Overall, etoposide is able to form several
interactions with the enzyme, suc(. as hydrogen bonds, Van der Waatsadind with
amino acid residues located in he TOPRIM motifs and with nitrogenous bases from the
associated DNA segment (Z'ippiementary Figure S5 and Supplementary Table 2). Thus, the
results of molecular dockng support the use of etoposide in bioassays with laAeief
aegypti.
Treatment with etoposic e reducesthe survival of Ae. aegypti larvae

We establisbd a bioassay to investigate the effects of inhibitioA@&faegypti type Il
topoisomerase activity on survival and development of larvae. Kaplan-Meier survival plot
showed that more than 95% of the larvae in the control group remained alive after 10 days,
while the survival of the etoposide treated groups ranged from 73% (10 uM) to 62% (200
UM) (Supplementary Table 1). Furthermore, the survival curves were statistically different
and presertd a dose-dependent effect (Figure 6-A, Supplementary Figures S6 and S7A-B)
Regarding the effects of etoposide on larval survival, we also observed a marked reduction in
pupae formation, which ranged from 43.8% (10 uM) to 29.8% (200 uM), compared to the

control group, which showed 95% pupae formation (FiguB).6-urthermore, we noticed



that the larvae that did not undergo metamorphosis to the pupal stage seemed to remain
arrested in the™, 39 or 4" larval stages (data not shown). Thus, the detrimental effects of
etoposide onAe. aegypti appear to be even more pronounced on development, when
compared to larvae survival.

Etoposide treatment induces mor phological changesin Ae. aegypti larvae and pupae

In order to investigate the effects of type Il topoisomerase inhibitioAeoaegypti
external larvae anatomy, we treated stage 2 larvae with 50, 100 or 200 uM of etoposide and
examined the insects on th® 8ay of exposure. While insects in the control group presented
the normal, expected morphological characteristics of stage 4 larvae (Supplementary Figure
S8-A), the group exposed to etoposide presented larvae o. various sizes, compatible with the
2" and 3' developmental stages. Some individuals ex,"os¢d to the inhibitor also edesent
atypical morphology and pigmentation of the thorax ¢ nd :.iphon, when compared to the larvae
of the control group (Supplementary Figure 8-B, © ai.1 D).

The larvae of the control group displayed J~termining characteristics of the 4th larval
stage, including a typical pigmentation prune and expected body anatomy of the head,
thorax and abdominal segments. The stru ~ture of the anal lobule, as well as the appearance of
gills and the siphomniepresent regular as'sects in the control larva (Figure 7-A). In contrast,
the larvae exposed to 50 and 1C2 uM of etoposide pezbantaltered body color, with
atypical darker pigmentation in Hco™ the thoracic and abdominal regions, extending to the
gills attached to the anal lobe. Iin.~restingly, the gills also seemed to appear more inflated than
those observed in control ~nimals (Figure 7-B and C). Larvae treated with 200 pM of
etoposide showed a ligiter color, characteristic of fiearid 2¢ larval stages, with an
apparently smaller bo ly alatomy (Figure 7-E). Some of these larvae also had dark spots on
the thorax and in the ai al lobe region (Figure 7-D, E and F).

Morphological differences were also noted in insects that succeeded in molting to the
pupal sage in the presence of etoposide (Figure 8). Pupae with normal development
demonstrate a regular body anatomy, with a prominent cephalothorax and abdomen with a
characteristic “comma” shape (Figure 8A). Interestingly, the pupae of insects treated with
etoposide did not achieve the complete curvature of the abdominal segments similar to that
seen in pupae of the control group (Figure 8-B, C and D), potentially resulting in the loss of
buoyancy. Additionally, pupae formed in the presence of 100 uM etoposide were darkly
pigmented along the entire length of the cephalothorax and abdomen (Figure 8-C). Finally, in
the presence of 200 uM etoposide, irregular morphology of the cephalothorax was observed,

alongside additional evidence of defects in metamorphosis in adult mes{&igure 8-D).



Discussion

In recent decades, studies involving type 1l DNA topoisomerase have gained
prominence due to the application of inhibitors of these enzymes in antitumor and
antimicrobial therapiesHooper and Jacoby, 2016, Bjornsti and Kaufmann, 2d8)vever,
the role of these enzymes, as well as the effects of their inhibition, are not well described
concerning arthropod vectors of diseases, suée.agegypti. In the present work, we carried
out a functional characterization of this enzyme in the mosdseitéegypti, starting fromin
silico analysis, where a single predicted sequence for this enzyme was found and designated
as AeTopll. Phylogenetic reconstructions conéththat these invertebrates have only one
isoform of the type Il topoisomerase enzyme (Supplemen:c.'v Figure S1), which occurred in a
different clade from the two isoforms found in vertebrai=s. The genomic duplication seen in
the basal branches of the vertebrate lineage probak'v e ¢plain the existence of the alpha and
beta isoforms of this enzyme in vertebrate organi=m. (Dehal and Boore, 2005, Blomme et al.,
2006, Prachumwat and Li, 2008)

Eukaryotic type Il DNA topoisome’ase enzymes share high sequence similarity
(Champoux, 2001). Thus, we verified a . ah conservation of the amino acid residues of the
enzyme throughout the sequence. A+ aegypti, D. melanogaster and H. sapiens
(Supplementary Figure S2). The «ormposition of residues in the insect type Il topoisomerase
is similar to that of the human alf n:« ‘=oform functional domains (GyrB and GyrA), in regards
to the ATPase and TOPRIM nctits (a conserved catalytic domain), as well as the tyrosine
residue, Y82, which binds :» DA during the catalytic cycle (Supplementary Figure S2).
However, the C-termina. doiiain frequently has a lower degree of conservation, showing
greater similarity only amung closely related species. This region usually includes slomain
involved in cell addre:sing and interactions with other proteins (Shaiu et al., 1999). As
expected, the most dissimilar sequences, both in relation to the human enzyme anb.that of
melanogaster, were found in the C-terminal domain, where thera psitative bipartite type
signal for nuclear localization. Thus, our results indicate that the primary structure of
AeTopll has the characteristics expected for a class IIA DNA topoisomerase enzyme.

In a way, the results of the gene expression analysis reflected participation by the
AeTopll enzyme in all stages of mosquito development (Figure 1). The higher expression
levels of AeTopll observed in blood-fed females (Figure 2-A), especially in the qvaries
suggests participation by AeTopll in the process of cell division occurring during ovarian
development (Figure 2-B) (Briegel et al., 2003).

In anautogenous mosquitoes, sucihasaegypti, complete ovarian maturation occurs



only after the ingestion & blood meal (Cho and Raikhel, 2001), which triggers vitellogenic
growth of the oocyte, characterized by a rapid increase in the size of the oBadibs (
1969). Localization of AeTopll mRNA byin situ hybridization (Figure 3) revealed
comparatively intense expression of the enzyme in the follicular epithelium surrounding the
egg chambelt is important to note that, in dipterans, primordial follicular cells are located at
the base of each folliclelose to the oocyte. ID. melanogaster, reductions in the levels of
Topll mMRNA expression via RNAi promoted female sterility and chromosomal defects in the
ovaries, including failures in chromosomal segregation during meiosis | (Hughes and
Hawley, 2014). The presence of AeTopll mRNA in the follicular cells and follicles (Figures
3 and 4) of theeqg chamber suggest participation of this er..:'me in the processes involved in
progression of the ovarian cell cycle in these mosquitoe.” afi 2r feeding.

The expression profile of the AeTopll gene [robiibly reflects the function that each
organ plays throughowt mosquitds biological cyr'e. 'n fat body culture dfe. aegypti
culicids, given the dietary nutritional sigs, fat bou ' cells (trophocytes) usually increase in
size (Hansen et al., 2004), and cell proliferavon of trophocytes occurs predominantly in the
larval and pupal phases (Clements, 1962). 1nus, it is likely that the activity of the fat body
during vitellogenesis is associated cnly with an increase in the volume and metabolism of
trophocytes and not with the proi.feration of these cells, explaining the lower expression of
the AeTopll mRNA in this orgun ‘Figure 2:BThe expression levels observed in the
intestine, on the other hand, toscibly reflect a natural response to the blood diet, as previous
authors have described a icwer average numbers of mitotic cells after blood feeding in the
intestinal epithelium ofe. aeg,pti females, when compared to the intestines of sucrose-fed
females (Taracena et al., 2018). This reduction in the number of dividing intestinal cells
likely occurs in respons 2 to oxidative stress mechanisms caused by blood ingestion (Taracena
et al., 2018). Thus, the lower replicative capacity observed may be associated with the low
levels of AeTopll gene expression observed (FigurB),2since this enzyme actively
participates in events involving cell replication in organisms.

Etoposide has been reported as a type Il DNA topoisomerase inhibitor in assays involving
invertebrates, such ab. melanogaster (Poltronieri et al., 1997)and the nematode,
Caenorhabditis elegans (Lee et al., 2017). In the current study, we shown that etoposide is
able to bind the mosquito DNA Topoisomerase Il enzyme (Figures 5B-C) through chemical
interactions such as hydrogen bonds, Van der Waalstatklyl (Supplementary figure S5

and Supplementary Table 2) and induces mortalitfsedfaegypti larvae in a dose-dependent



manner (Figure 6-A). We emphasize that it was not possible to estimate the absolute LC50
under the observed experimental conditions, since, in all concentrations of the test, the larvae
survival remained above 40% (Supplementary Table 3) but we know that the 48 hours LC50
in mosquito Aag2 cells is ~65 pM, determined by the MTT test to check cell viability (data
not shown). Additionally,with regards to etoposide’s effects on survival, this inhibitor
resulted in various morphological alterations in theetb$arvae (Figure 7), represented
mainly by deposition of material in the structure of the gills (50 and 100 uMpyatypical

body pigmentation (50, 100 and 200 pM). \émclude that etoposide treatment blocks the
development oRe. aegypti larvae (Figure 7-B, C, D, E and F). Thus, even though not acting

as an acute lethal compound agaidst aegypti larvae, the inhibition of type I
topoisomerase by etoposide has a severe impact in \he nosquito development, drastically
reducing its ability to achieve the adult stage.

We observed thatAe. aegypti larvae are susceptible to inhibition of type Il
topoisomerase function. Inhibition of type Il ~zoisomerase activity in the nematode
invertebratesC. elegans andBrugia malayi resured in significant reductions in egg growth,
laying and hatching, as well as damage tc gareskue, reduction of embryonic activity and
worm mortality (Lee et al., 2017, N.'sr7.-Bhattacharya et al., 2004). Although we did not
evaluate other parameters in the c'rrent study, we suggest that inhibition of the action of the
type Il topoisomerase enzyme #.. aegypti has the potential for eliciting significant
biological effects on the vector.

Relating to the morp..2physiological changes observed in the larvae in our tests with
etoposide, it is possible that e dark body pigmentation, which occurred at concentrations of
50 and 100 uM (Fiaur= 7-3 and C), may be related to toxic effects in the intestine, which is
the main target of tox'c synthetic or biological substances (Shao et al., 2012). A factor
associated with darkening of the middle and posterior intestine is melanization, which is

caused by cascade of phenoloxidase in response to tissue damage in this organ (Silva et al.

2000). It is also possible that the extrusion of peritrophic matrix, along with intestinal
contents, as a physiological response to toxicity, may be responsible for the deposition of
dark material in the structure of the anal lobe gills. Such observations have previously been
described in bioassays involvinge. aegypti larvae exposed to the extract Bfagonia
pubescense (Arruda et al., 2003, Valotto et al., 2010). A more detailed investigation would be
necessary to characterize the factors that led to the appearance of dark spots in the thorax
structure of the anal lobe of larvae exposed to 200 uM of etoposide (Figure 7-D, E and F), as

well asetoposide’s effects on incomplete metamorphosis of the pupae, which lacked proper



folding of the body segments that is necessary for adequate fluctuation at this stage of
development (Figure 8-B, C and D).

Finally, we can say that inhibition of type Il topoisomerase action with etoposide does
not lead to immediate death of the vectde, aegypti, even in the highest concentrations
tested. Thus, we suggest that the interruption of cell division may have been responsible for
the different phenotypes observed. The mild effect on mortality of larvae is an interesting
observation, since etoposide is a classical inducer of cell death due to induction of apoptosis,
as seem in mammalian cells (Xiao et al., 2014, Lee et al., 2017, Hevener et alQiaGk8,
al., 2019) Thus, detailed investigations of the effects of etoposide on mosquito cell lines will
be necessary in order to better understand the dynamics o type |l topoisomerase inhibition a
the cellular level, since entire organsmsuch as lang are sunject to several simultaneous
biological factors during the bioassay.

In conclusion, it is plausible that the mechai.'sm responsible for the developmental
arrest promoted by etoposide relies on torference with cell proliferation (or
endoreduplication events), potentially expla’n 1 the observed compromised larval and pupal
growth that occurs following etoposide treatment. Although detailed studies on the structure
of AeTopll, as well as its effects on mcsquito cell physiology, are still needed, our results
indicate thatAeTopll should be ~onsiaered as a promising molecular target for the
development of new bioactive rac.>cules agaist Aegypti. Furthermore, the effects of
etoposide over insect develorment indicates that this drug can be used as a starting point for
the rational design of specific inhibitors &é. aegypti type 1| DNA topoisomerase.
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Figure 1. Relative expression of AeTopll mRNA in the =arl ' stages of Ae. aegypti life

cycle. Total RNA samples from eggs, L1 to L4 larvae an' pupae were submitted to RT-gPCR
and analysed by the®2% method, using the S7 ribaso. >zl protein mRNAaasference of
expression. Data are represented as the mear.. t+ standard deviation of three independent
experiments and are expressed in arbitrary um.~ of relative expression. Statistical analysis
was performed using one-way ANOVA follow=a by tne Tukgyost hoc testt p < 0.05.
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Figure 2. Relative expression of AeTopll mRNA in adult Ae. aegypti females. (A)

Relative expression of AeTopihRNA in adult females fed with sucrose and after 48 $iour

of blood feeding. (B) Relative expression of AeToplRNA in three major organs (ovary,
intestine and fat body) of blood-fed females. Total RNA samples were submitted to RT-
gPCR and analysed by th&“2% (A) or 2%“? (B) methods, using the S7 ribosomal protein
MRNA asa reference of expression. Data are represented as the mean + standard deviations
of three independent experiments and expressed as fold change of calibrator expression
(sucrose-fed females) (A) or arbitrary units of relative expression (B). Statistical analysis was
performed using unpaired t test (A) and one-way ANOVA followed by the Tsilp®gt hoc

test (B).* p<0.05; ** p <0.01.



Figure 3. In situ hybridization of AeT nl’ mRNA in the ovaries of Ae. aegypti blood-fed
females. A and C: Bright field images of ovaries stained with the AeTopll probe and
antisense control probe, respective,,” Positive signals in hybridizations are shown in purple.
B and D: Nuclear fluorescenc: (NMAPI stain) of the same fields shown in A and B
respectively. Ovaries were or:ir,~d 36 hours after blood feeding. fc: follicular epithelial
cells; f2,f3: secondary and tei. ary follicles. Scale bars: 0.5 mm.



Figure 4. In situ hybridization of AeTopll r " xNA in the ovarian fallicles of blood-fed

Ae. aegypti females. A: Greater magnifica.»n showing of the antisense probe on follicular
cells. B and D: Bright field images of ov iries stained with the AeTopll probe and antisense
control probe, respectively. Positive sigqals in hybridizations are shown in purple. C and E:
Nuclear fluorescence (DAPI stai:) of the same fields shown in B and D, respectively.
Ovarian follicles were obtained b, dissecting ovaries obtained 36 hours after blood feeding.
fc: follicular epithelial cells; f2, fo: se:condary and tertiary follicles. Scale bars: 0.5 mm (A)
and 0.2 mm (C and E).
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Figure 5. Homology based model of AeTopll and molecular docking with etoposgide.
Frontal (left) and top views (right) of AeTopll dimer (A and B chains) displayed in ribbon
representation. Human ToI{PDB ID: Q3X3) was used as template for modelling and
enzyme-bound DNA is depicted in orange. Positions of DNA-gate and C-gate are indicated.
B: Representation of etoposide docking in the predicted binding site of the AeTopll model.



The electrostatic potential surface of the enzyme is shown on background and DNA chains
are represented in orange and blue sticks. C: Representation of the amino acid residues from
AeTopll model which are predicted to interact with etoposide in the docking assay. Images in
A and B correspond to the pose with the highest score in docking analysis. Molecular
structures were visualized with PyMOL (v.2.4.0a0) and BIOVIA Discovery Studio
(v.16.1.0.15350).
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Figure 6. Bioassay of Ae. aegypti larvae exposed to etoposide. A: Kaplan-Meier survival

plot of the bioassay with increasing concentrations of the topoisomerase Il inhibitor,
etoposide. Control larvae were exposed to 0.2% DMSO. The Mantel-Cox Log-rank test
indicatesa significant difference between the curves<®.01) and the Log-rank test for
trend indicates significant dose effect between treatments=(09.0006). B: Proportion of
observed outcomes fdke. aegypti larvae in the 10 day of etoposide treatment. Data are
presented as a pool of 3 replicate bioassays, with a total of%€tagje larvae for each
treatment.
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Figure 7. Morphology rf Ae. aegypti larvae after 10 days of exposure to etoposide. A:

Control larvae submitted to treatment with 0.2% DMSO. Pigmentation and body anatomy are
typical of the 4 stage of development. B and C: Larvae exposed to 50 and 100 pM of
etoposide, respectively. Dark pigmentation is seen throughout the bodin dahd gills
(insets). D and E: Larvae exposed to 200 uM of etoposide. The body displays lighter
pigmentation, with dark spots on the thorax (inset in D) and lose to the anal lobe (E and F
inset). Arrowheads indicate the region of the thorax in the larva. Scale baraml.The

images are representative of 3 independent experiments and were acquired with a Leica
stereoscopic microscope, model M205.
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Figure 8. Pupae (side view) of Ae. cagvati formed during exposure to etoposide. A:

Control pupa with normal developmern. of its structures, normal pigmentation and typical
curvature with @&‘commd& morpholoyYy. B: Representative pupa formed during exposure to
50 uM of etoposide, with abserce ot the typical curvature of segments. C: Representative
pupa formed during exposure tn 1 ° uM of etoposide, showing dark pigmentation throughout
the body and absence of typical curvature. D: Representative pupedidunmg exposure to

200 uM of etoposide, shov.'ng «nomalous differentiation in that®lominal segment and

the cephalotorax. Arrows pnin to th& abdominal segment and arrowheads point to the
cephdothorax (anterior rey’ar.). Scale bars: 1.0 mm. The images were acquired with a Leica
stereomicroscope, ma lel . 1205.
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Highlights
® Etoposidereducesthe survival of Ae. aegypti larvae;

® Etoposideinduces morphological changesin Ae. aegypti larvae and pupae;
® AeTopll mRNA isexpressed at all stages of the Ae. aegypti life cycle;
[

In the ovaries, the AeTopll mMRNA ismore expressed in follicular cells



