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RESUMO GERAL

As doengas transmitidas por mosquitos (arbovirose) tém se tornadeonstantes ameacas em
regides tropicaisEnquanto ndo ha uma vacivalidadacontrao virus de doengas como
dengue, zika, chikungunyafebre de mayaro a Unica forma de prevencado existentesiste

no controle de mosquite transmissags Aedes aegypt/ou Aedes bopictus A busca por
novos inseticidgsassociada a eliminacdo de possiveis criadourof.daegypti € de
fundamental importanciao combate a este vet®.necessaria a obtencde compostos que
apresentem maior eficacia, merestabilidale no ambiente e menor toxicdtkaa humano®
animais Além dissq a procura por novos alvos molgares tambémé essencial.Este
trabalho foi realizado em duas etapas: primdaorealizado um estudo sobre a acéo larvicida
e/ouadulticida @& algurs derivados datetraidroquinolinaga testadosontra Aedes aegypti
Neste caso, estudae a interacdo dessa classe de compostos no receptor de ecdisona
(AaEcR) e tanbém no canal BK do mosito. A partir de nossos achados teoricos, novos e
promissores compostos contra Aedes aegypti foram projetados. A segunda parte € dedicada a
interacdo deses mesmos composto§a testados gropostos)com a acetilcolinestease
(AaAChE), analisandoa seletividade desses composébenzima humangHssAChE). E
importantenotar que em ambos oestudosuma metodologia teorickoi aplicada utilizando
cdlculos de modelagem por homologiazdlculos de ancoramento e dinamica molecular.
Nossos achados revelam queompo# JG2, propostmeste trabalhaém acédo larvicidee
adulticida, uma vez que interage bem com o receptor de ecdisona, com ao cassahBK
como com a acetilcolinesterase daedes aegyptiAlém disso, ha ainda maior seletividade a
enzima do mosqto do que a acetilcolinesterase humana, 0 que € importante quanto a
toxicidade a humanoBaseados nisso, nossos resultados indical@2 um potencial inseticida

a ser sintetizado e testado contra 0 moschgtes aegypti

Palavraschave: Receptor de ecshina. Canal BK.Acetilcolinesterase.Modelagem por
homologia.Docking.Dinamica molecular.



ABSTRACT

Mosquitaborne diseases (arboviruses) have been made constant threats in tropical regions.
While there is no valid vacoiagainst the virus of diseases such as dengue, zika,
chikungunya and mayaro fever the only form of prevention existing is the control of the
mosquit@s transmitting Aedes aegyptiand/or Aedes Albopictus. The search for new
insecticides, associated with the elimination of poss#kleaegyptibreeding sites, is of
fundamental importance in the fight against this vedtois necessary to obtain compounds
that are more effective, less stable in the environmentedl aslesstoxicity to humansin
addition, the search for new molecular targets is also essential. This work was carried out in
two stagesfirst, a study was carried out on the larvicidaldbr adulticidal action of some
tetrahydroquinolines derivatives already tesagdinstAedes aegyptin this case, we studied

the interaction of this class of compounds in the ecdysone recé@tcR) and also in the

BK channel of the mosquitd=rom our theoretical findingsilew and promisingcompounds
againstAedes aegyptiave been designetihe secondtage is devoted toteraction of these
same compounds (already tested and those proposed) witiicholtesterase AaAChE),
analyzing the selectivity of these compounds to human enzZyis8ChE). It is important to

note that in both studies a theoretical methodology was applied singjogy modeling,
docking calculations and molecular dynamissnulations Our findings show that the
compound JG2, proposed in this work, has both larvicidal and adulticidal action, since it
interacts well with the ecdysone receptor, with the BK chanselvell asAedes aegypti
acetylcholinesterase. In addition, there is still greatecteily to the mosquito enzyme than
human acetylcholinesterase, whichingortant for toxicity of humanin line with that, our
results indicatelG2as a potential insecticide to be synthesized and tested agairsedies

aegyptimosquito.

Keywords: Ecdysone receptorBK channel. Acetylcholinesterase. Homology modeling.

Docking Molecular dynamics.
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PRIMEIRA PARTE
INTRODUCAO GERAL E REFERENCIAL TEORICO
1 INTRODUCAO GERAL

As doencas emergentes e reemergentes sdo doencas de origem infecciosa e cuja
incidéncia em seres humanos aumentou nas duas Ultimas décadas ou ameaga aumentar nc
futuro proximo (II-TREBI, 2017; I0M,1992) Sabese que s insetosestdo associados com
a transmissdo de diversas stes doencasNesta pesquisa em particul@era descado o
mosquitoAedes aegyptiinnaeus 1762 as doencas que estacula

Aedes aegyptianhanotoriapopularidade devida sua relacdo com diversas doencas
atuais Esteé o vetor responsavel pela transmissfis virus causadores @isbre amarela,
dengue, chikungunya, zika e febre mayaro (BOSIRE et al, 2014; SIMOY; SIMOY;
CANZIAN; 2015 SERRA et al.,, 2015 Acreditase que suas origens sdo do continente
africano e que este vetor chegou a Ameérica a partir das viagens exploradoras/colonizadoras
europeias (TORRES, 1998).

Os inseticidas utilizados para o combate este vetorsdo classificados ©ao
adulticidasou larvicidas.Os adulticidas sdaqueleautilizados no combate aos insetos adultos,
entre estespor exemplo os piretréides, os derivados halogenadesos organofosforados
(FORATTINI, 1962; COSTA, 2007). Ja os larvicidado responsaveis @@ combater &
formas imaturas dos insetos. Larvicidas quimibasogicose os reguladores de crescimento
de insetosi IGRs (Insect Grown Regulatoryao desenvolvidos e recomendados para o
controle dalarvas de A.aegypti(MULLA et al., 2004; THAVARA etal., 2004).

Os IGRs também conhecidos como terceira geracdo de insetisiasoléculas
sintéticas, analogas, miméticas ou de acdo semelhante aos horménios naturais dos insetos
(RESENDE GAMA, 2006). Esses compostos sdo biologicamente ativos eaugtamente
sendo estudados e
utilizados como inseticidas. Eles sdo mais seguros para a manipulacdo e possuem lenta
evolucédo de resisténcia aos inseticidas convencionais (RESEBIEMA, 2006; CONSOL]
OLIVEIRA, 1994). Eles sirgiram na década d&970 como umnovo grupo de acdo mais
especifica e menor toxicidade para mamiferos se comparados a outros inseticidas, pois atuam
seletivamente ao interromper o desenvolvimento e o cresardestlarvas e pupas ao invés
da intoxicacdo direta do mosquito (MARTINSILVA, 2004). Tais compostos regulam o

crescimento sendo agonistas de ecdisteroides, inibidores da sintese de quijinegragitles



(agem como antagonistas do hormdnio juvenil) ou juvendides (agem agomistas do
hormonio juvenil)

Ainda sobre os IGRsé&odois os principais horméniognvolvidos neste processo
hormonio esterdide 2Bidroxiecdisona (20E) e o horménio juvenil (HJ). Qualquer
interferéncia seja por fontes exdégenas de horménios ou de seus andlogos sintéticos, pode
resultar na interrupcdo caté mesmo, anormalidade no desenvolvimentepeoducao de
insetos (HOFFMANNLORENZ, 1998;SMAGGHE et al., 2012; RIDDIFORD, 1985; CHO
et al., 1995).

Deveseressaltar que a ecdisona possui um receptor especifieceptor de ecdisona
(EcR), receptor é&8 quedesempenha umapel crucial na metamorfose e no desenvolvimento
de insetogKOELLE et al, 1991).Novos inseticidas surgem quandompostosimilaresao
horménio, os chamados agonistas da ecdisenbgam ao receptor, do mesmo modo que a
ecdisona atural Assim ocorre a ativacdo daanscricdo génica e o inicio da mymamatura
prejudicando o ciclo de desenvolvimento normal do ingB©OUDJELIDA et al, 2005
FERREIRA, 200%.

Os compostos derivados géetraidroquinolina (THQs) sdo algunsexempls de
agonista da ecdisona. Est@siam na expressao do gene realizada por este recepfr no
aegypti(AaEcR) e sua acdo como larvicigeé conhecidagRIDHARAN; SURYAVANSHI;
MENENDEZ 2011;SMITH et al, 2003).

Além dissqQ estudos mostram quesasclase decompostogem acédpembora com
funcdodiferente a exposta até aqng canal de potéassio ativado por calcio (BRPNTE et
al., 2013. Estes canais sao encontrados em diversos lugares do organismo humano e dentre
suasdiversas funcdes ele é resporedgwela excitabilidade neuronal (KHAN et al., 2001;
SPROSSMAN et al2009), o que levanta a hipotade quese louver a acdo das THQSs isso
causaria prejuizo para o insatmstrando uma possivel acadulticida destes compostaod.
estudo com este canal thém é importante na busca por novos alvos moleculares.

Por fim, autro alvodas THQs € na enzimacetilcolinesteras¢GATTA, et al. 1992;
FINK, et al. 1995)Esta enzimatuanossistema nervoso central e periférico, sobre o receptor
de acetilcolina e auxilando na transmissdo de impulsos nervosos (HORNBERG;
TUNEMALM; EKSTROM, 2007; SOREQ et al., 1990J)a se conbce bem a agdo dos
inseticidas organofosforados sobre essa en@BhHPTA, 2009. Neste trabalho sera estudad
a interacdo deldacetilcolinestera3ecom estaclasse de composto@HQs), almejando

mostrar novos mecanismos de inibi¢ao.



Com base niss@ objetivodo presente trabalho festudar a acéde alguns derivados
dasTHQs como inseticidas e avaliar sua agdo como larvjada particulamo recgtor de
ecdisonae naAChE, elou adulticida acdo no canal Bk naAChE, utilizando técnica de
modelagem por homologialocking e dnamica molecular. Além diss@ropor um novo
composto que apresente ambas acoes, lareadalticidg no controledo nosquitoAedes

aegypti

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Doencasemergentes ou reemergentes

A emergéncia e reemergéncia de doencas infecciosas ocorrem ao longo do tempo.
Antes de uma epidemia, agentes de doencgas infecciosas passam por varias fases de adaptaca
ao acesso ou ao adquirir caracteristicas patogénicas em um novo hospddeiREBI,
2017;CARRUTHERS; COTEER; KUMAMTO, 2007).

Processos especificos, como recombinag@otacdo genética, bem como fatores que
obrigam os agentes microbianos a mudar apédeiros, constituem oportunidades para que
0s agentes infecciosos evoluam, se adaptem a novos hospedeiros, a novos locais e se
espalhem facilmentéN(I-TREBI, 2017;ALCAIS; ABEL; CASANOVA, 2009; MOUCHET
CARNEVALE, 1997).

Historicamente, os arbovirus t&igo mais estudados pelos pesqiisas dos paises
desenvolvidos o que resultou em maior conhecimeotare sua biologia molecular, sua
patogénese e seu potencial para ressurgir como ameacas ao mundo desenvolvido. A primeira
vista, os arbovirus parecemassja bem representados na agenda internacional de pesquisa,
particularmente sob a rubrica de doencas emergentesememgentes ou patdgenos
biodefensivosl(ABEAUD, 2008).

2.2 Aedes aegypliinnaeus 1762

Os mosquitos estdo associados com varios prasieda saude publica (BOSIRE et
al., 2014; GIACOPPO, et al. 201®).Aedes aegypfiFigura 1)é omosquitoresponsavel pela
transmissdo de importantes doencas: febre amarela, desfgkengunya, zika e mayaro
(BOSIRE et al., 2014SIMOY; SIMOY; CANZIAN; 2015; LI et al., 2012;0RSBORNE et
al.,2016; LONG et al., 2011; SERRA et al., 2016).



Figural - Fémea adulta daedes aegypti

’ 4 o o
Fonte:Foto de James Gathany/Flickr CC BY 2.0.

Acreditase que suarigem seja ocontinente africano gue este vetor chegou a
América a partir das viagens exploradoras/colonizadeuaspeias (TORRES, 1998). Foi
identificado na Bahia erh686, chegando ao Rio de Janeiro em 1849. Entre 1850 a 1899 se
dispersou pelo Brasil, seguindo o rumo da navegacaoimmarisendo encontrado desde o
Amazonas até o Rio Grande do Sul (BRASIL, 1999).

Devido a sua importancia como vetor da febre amarela, este vetor foi intensamente
combatido e considerado erradicado em 1955 (MATILDE, 2013). Porém paises vizinhos
como as Guiaas e a Venezuela e outros paises americanos como os Estados Unidos e Cuba
nao erradicaram o mosquito. Fato este, ueribuiucom o fim do programa de erradicacao
no ano de 1970, impediu sua eliminacdo nestes paises e resulteinvasao do Brasil
(CONSOLI; OLIVEIRA, 1994: MATILDE, 2013).

Aedes aegyptpertence ao Filo Arthropoda, a classe Insecta, a ordem Diptera, familia
Culicidae e subfamilia Culicinae (SOUZA, 201340 menores que mosquitos comuns,
medidocerca de & mm de comprimentoPorém, éimportante destacar que os insetos do
sexo masculino sdo, em geral, menores do que as fémeas (SOUZA, 2013; CLEMONS et al.,
2010).

Seucorpo é dividido em segmentoshamados denetamerosos quais seinem e
formando a cabeca, o torax e 0 abdome (SOUZA,30Possuem o corpo delgadmbeca
globosa, pernas longasabdome cilindrico etérax comprimido lateralmenteéSeus anéis
prateados na porcdo basal de cada segmento das pernas sdo caracteristicos. Além disso
algumas partes do cordorevestidagpor escenas com tonalidade castanéscura (Figura
1) (SOUZA, 2013; CLEMONS et al., 2010).



O ciclo biolégico do mosquito compreende a faseode, de larva (quatro estagios
larvais),de pupa e fase terrestre (Figura Bpartir da oviposicao aiclo de vida atéleancar
a fase adulta é de aproximadamente 10 dias (CLEMONS et al;,RONES, 201}

Figura2 - Ciclo evolutivo doAedes aegypti
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Fonte: deleonscarlett.wordpress.com

E ummosquito com héabitos diurnéds fémeas sdo prefer@almnete antropofilicas e
apresentam maior atividade hematéfoga ao amanhacer e pouco antes do crepusculo
(CONSOLI; OLIVEIRA, 1994. As fémeagyeralmentepdemovos nas paredes internas dos
depdsitos que servem de criadoynmsr exemplo pneus velhos, vasade florestanques de
aguae outros recipientetlma vez em fase embrionada ovospodem resistir a desidratacao
por um ano (JANSEN; BEEBE, 201RUNES 2011)

Apds a apenas um ciclo gonotroficaultiplas oviposicbescontecemPara garantir a
sobrewéncia e dispersdo da sua prole, a fémea realiza a chamada oviposicdo em saltos
(Souza, 2013; Yoshioka, et al. 2012), ou seja, ela interrompe a oviposicéa preaira de
novos locais para realizar a postura dos ovos (SOUZA, 2013; REITER 1991, 1096 A20
fémachega a pécerca del00 ovos por vez (CLEMONS et al., 2010).



Os ovos dAA. aegyptimedem cerca de um milimetro de comprimento, tendo contorno
alongado e fusiformgFORATTINI, 1962; BRASIL, 2001) Quando sao posto®s ovos
possuem cor branca,qual se torna negra nas primeiras vinte quatro horas. Em 48 horas, tém
se formacao do embrido, os quais podem resistir a longos periodos de dessecacéo, por volta de
1 ano BRASIL, 2001).

A eclosé@o ds larvas deA. aegyptié estimulada devida reducdo dooxigénio
disponivel realizado poradotérias presentes na agldetabodlitos quimicos derivados de
plantastambémpodem estimulaa eclosdanesmoque ndo haja diminuicdo de oxigénio
dissolvido (PONNUSAMY et al., 2011SOUZA, 2013. Apés a eclosacdo, asrlas se
alimentam de matéria organica dentro de dez dias completans quatro estadios
larvaisheganda fase de pupa e emergéncia de adu$@¥IZA, 2013.

Ja na fase de pupa ndo ha alimentacdo e é nesta fase que ocorre a metamorfose a qua
marcara o irdio da fase adultaA pupa, quando em estado inatig® mantémflutuando na
superficie da aguydacilitando assima emergéncia do inseto adu{t8RASIL, 2001).Ela &
dividida em cefalotorax e abdémen (OLIVEIRA: CARDOSO, 20BRASIL, 2001). O
Torax e a checa sdo udbs, constituindo o cefalotoraXdA pupa tem um par deulbos
respiratorios quaisatravessam a agypermitindo assina respiracdoBRASIL, 2001). Esta
ultima fase do estagio aquatiqoupg, em condi¢cdes favoraveis de temperatura, tem duracéo
de aproximadamente dois dias. A pupa raramente € afetada pela acéo de larvicidas (TELES,
2009).

Apods emergir o inseto aduli@i a busca dearedes drecipients para pousatocal
este onde permanece por varias horgsra que hajao endurecimentodas a@as e do
exoesqueletoAlém disso,no caso dos machoseste momento ocorierotacdo da genitalia
em 180° BRASIL, 2001).Apds 24 horas podem acasalar, 0 que vale para ambos 0s sexos.
Com relacdo ao acasalamento,Ao aegypti € considerado estenégamo dlEvia sua
capacidade de acasalar espacogequenos, podendo estar pousados sobre uma superficie
ou até mesmo durante o voo (MATILDE, 2013).

Na fase adulta, os mosquitos ja formados alimergamie néctar e sucos vegetais até a
fase de acasalamento. A pradai, € necesséario que a fémea se alimente de sangue para que
haja a maturacdo dos ovos (TELES, 20@3tas restrigem seus habitos hematdfagos aos
horarios diurnosendo seupicos de maior atividade ao amanhecer (7:00 as bp&pouco
antes do crepéslo vespertino, 16:00 as 19l0(BRASIL, et al., 2001MS, 2009). Elas se
alimentam frequentemente no homem e em animais domégBBUSSIL, et al., 2001)E

interessante ressaltar que uma Unica inseminacao € suficiente para fecundar todos 0s ovos que



a fémea venha a produzir durante sua \@dgue um mosquito adulto vivepor até 45 dias
(FARRAR, et al., 2014).
A transmissao de diferentes doencas causadas por este mosquito sera detalhada a

sequir:

2.2.1 Febre amarela(FA)

O virus da febre amarel® FA) pertence ao génefdavivirus e a familia Flaviviridae
(do latim flavus = amarelojJORGE, et al. 2017)Apresenta capsideo icosaédrico, envolto
por umenvelope viral. O genoma viral € composto de RNA de fita simples e polaridade
positiva, com cerca de Kllobases (CHAMBERS et al., 1990)

O virus da febre amarela originse em Africa e foi trazido ao hemisfério ocidental
durante a era do comércio de escravos, com a primeira epidemia relatada em 1648 no Yucatan
(STAPLES; MONATH, 2008; CARTER, 1931purane os 200 anos seguintes, 0s surtos
ocorreram extensamentg& América tropical, nas cidades litorais neai®ericanase na
Europa(STAPLES; MONATH, 2008; STRODE, 1951)

A FA é uma doenca viral febrieguda, ndo contagiosa, transmitida por mosquitos
infectados e de gravidade variavel (VASCONCELQOS, 2003)VEA mantémse em dois
ciclos basicos: um ciclo urbano simples do tipo hormemsquito, no qual dedes aegype
responsavepela disseminacdo da doenca e outro silvestre complexo, onde varias espécies de
mosquitos responsaveis pela transmissdo diferem: na Africa, os mosdeitlese na
América os mosquitoglos génerosHaemagoguse Sabethes(VASCONCELOS, 2003;
SMITH, 1951).

Antes da introducédo da vacina contra a febre amarela, o controle dos moAquitos
aggyptiera o unico procedimento para prevenir a ocorréncia da doengainacace agora a
maneira mais pratica e confiavel de preverifaem pessoas que vivem e viajam para areas
onde é endémic@VHO, 2016.

2.22 Dengue

Dengue é uma doenca infeccip$ebril, causada por virus da familia Flaviviridae. E
um virus de RNA de cadeia simpl€snco sorotipos foram identificados, DENY, DENV-2,
DENV-3, DENV-4 e DENV-5 (MUSTAFA et al. 2015MS, 2009. Todos 0s sorotipos sao

transmitidos a® humanos pela pi@ada de mosquitos do génerAedes infectados,



principalmente dA. aegyptino Brasil(MS, 2009).A infecgéo por um delesonfere protegéo
permanentgara 0 mesmo sorotipo e imunidade parcial e temporéria contra os outros tipos
(DEGALLIER et al., 2001).

As primeiras epidemias suspeitas de dengage Américasoram relatadas em 1635 na
Martinica e Guadalupe e em 1699 no PanaHrtretanto, é dificil atribuir esses surtos a
dengue sem um quadro clinico detalh@dtCK et al., 2012GLUBER, 1997).

ApOs a picada engestdade sangue pela fémea 8o aegypticontendo o virus, ocorre
uma infeccédo das células epiteliais do intestino do mosquito que se propaga através da lamina
basal para a circulagdo, infectando assim as glandulas salivares do vetor. E importante
obsevar que o virus é obtido a partir de um hospedeiro vertebrado virémico (fase de viremia
4 a 12 dias. O mosquito fica possibilitado de transmitir o virus ap8s o periodo de incubacéo
extrinseco periodo este com duracéo de 8 a 12 dias. Cada mosquegyp vive em média
45 dias e, nesse periodo, um uUnico mosquito pofetar até 300 pessoasViEBRIDE;
BIELEFELDT-OHMANN, 2000;NUNES, 2011).

Ao picar o hospedeiro, a fémea do mosquito regurgita a saliva, na qual substancias
anticoagulantesdo encontrada®, dessa formao virus € introduzido dentro da corrente
sanguinea da vitim@PICINATO, et al. 2015) Apos ohumanoser infectado, o virus fica
incubado em seu organismo de 2 a 15 dias, apenas apés esse periodo € quer@s primei
sintomas da doenca surgir@McBRIDE; BIELEFELDT-OHMANN, 2000;MURRAY, 2006;
NUNES, 201).

O periodo em que o mosquito pode iséectadoao picar um humano infectado vai
desde um dia antes de aparecer febre no homem até seis dias depois da manifestacdo dest
(PICINATO, et al. 205). Aposo periodo de incubacdo extrinseaA. aegyptipodera
transmitilo para os humanos até o fim da sua vida (PICINATO, et al. 2015).

Em alguns paises j&sta disponivel a vacina contdengie chamada Dengvaxia®.
Produzina pela Sandfiastetd s ,a € a grimeira vacina do mundo licencigadaa prevencao
do dengue causada pelos 4 sorotipos em individuos entre 9 e 45 anos dd-aade.
necessarios mais de 2thos de investigacdo e desenvolvimento, incluindo dois ensaios
clinicos de Fase 3 envolvendmis de 35.000 participantes com idade enti® anos, para
desenvolver a vacina. Ela esta disponivel no México, nas Filipin&rasd em El Salvador
e conta com varios outros paises no processo de revisao regldKrRTEAD; AGUIAR
2016.

Emboraseja crescente o nimero de pesquisadpaexisténcia de vacinas validadas

maior parte do mundgara o uso contrdengue, faz com que o melhor método de controle



seja a prevencao, ou seja, o ataque ao vedegyptiGUY; JACKSON, 2016)Esse contrel

é feito eliminando os locais propicios a oviposicdo ou combatendo as larvas desse mosquito.
No caso especificoaddengue, a maior dificuldade € de se obter uma vacina que seja capaz de
imunizar contra os quatro (4) tipos de dengue, com alta eficiéraia,guitar 0 mecanismo

fisiopatoldgico que desencadeidengue hemorragico (FIGUEIREDO, 1999).

2.2.3 Febre chikungunya

Chikungunyaé uma doenca infecciosa emergente causada por um virus do género
Alphavirus da familia TogaviridadHORWOOD; BUCHY, 2015BURNETT, 2014. Esta
infeccdo é tipicamente transmitida pela picada de mosgdaitosegyptie A. albopictus
infectados (BURNETT, 2014).

Chikungunya foi descrita pela primeira vez em um surto de, 18b6gido Makonde
onde é agora a Tanzania. Seu nonermum vem da lingua Makonde lgumyala, que
significa "tornarse contorcido”, "andar debrucado sobre", ou "o que se ingéra cima”
uma descricdo vivida do desconfortsticular que comumente ocorre com a doenca
(BURNETT, 2014; BURT et al., 2012)

Trés gendtipos distintode chikungunya virus (CHIKVJoram relatadosna Africa
Ocidental, Africa Oriental/Central/Sul e genotipos asiaticos. A distribuicdo geogréafica destes
genotipos € tradicionalmente restrita as regides implicadas pelos seus(HQRASOOD;
BUCHY, 2015)

A infeccéo por CHIKV tem véariasemelhancas comiafeccédo causada pelo virus da
dengugBURT et al., 2012)O periodo de incubacéao varia de 1 a 12 dias, com uma média de
2 a 4 dias e é seguido pelo inicio subito da febre chikunggogag caracterizada por febre
alta, artralgia grave e mialgia, juntamente com dores de cabeca, fotofobia e erupcéo cutanea
(BURT et al., 2012HORWOOD; BUCHY, 2015REZZA et al., 2007; QUEYRIAUX et al.,

2008; LEMANT et al., 2008)As infeccfes assintomaticago rarasEm particular, erca de 3
a 25% das pessoas com provas sorologicas de infeccdo ndo tém sintomas Obvios (BURT et
al., 2012).

A maioria dos pacientes tem melhora parcial na artralgia em 1 a 2 semanas apos o
inicio agudo da doenca. Nesta fase,unfy pacientes se recuperam completamembe,
entantomuitos pacientes téartralgia persistente que durgeses oaté mesmanos (BURT
et al., 2012HORWOOD; BUCHY, 2015k



Como nao ha tratamento especifico disponivel, o tratamento de suporte dosssintoma
incluindo repouso, ingestdo de liquidos, antipiréticos e analgésicos, é a Unica opcéo
(POWERS, 2010)Vérias drogas antivirais foram testadas contra a febre chikundgtntya.
estas temos a ribavirina, polissacaridos sulfatadogicido micofendlico, haimgtonina,
interferon, corticosteréides6-azauridina, cloroquing entre outros (POWERS, 2010
PRETELL; SERRANIO; SALGUEDO, 2016)

Embora haja alguma evidéncia de que essas opc¢bes podem proporcionar algum alivio,
existem efeitos colaterais e os benefic@olongoprazo, bem coma relagéo custbeneficio
ndo sao claros. No entanto, os resultados preliminares séo encorajadores e sugerem que teste:
adicionais devem ser realizadp®ssibilitando o desenvolvimento de tratamentos mais
eficienteg POWERS, 201

2.24 Zika

O Zika (ZIKV) é um virus de RNA de cadeia simples pertencente ao gélaemairus
da familia Flaviviridae KUNO et al., 1998; KUNO; CHANG, 2007; HAYES, 2009; LI et al.,
2012) O virus foi isolado pela primeira vez em 1947 a partir de awaoo Rhesus febril na
floresta Zika de Uganda.( et al., 2012; DICK et al., 1952)

Em ambientes urbanos e suburbanos, o virus Zika € transmitido num ciclo de
transmissdo humanmosquitehumano. Duas espécies do subgéngregomyiade Aedes
(A. aegyp e em menor grawd. albopictu¥ foram associadas a quase todos os surtos de virus
Zika conhecidos, embora duas outras espééiedensillie A. polynesiensigenham sido
considerados vetores nos surtos de Yap e Polinésia Francesa, respectivaraegyptie
A. albopictussdo as Unicas espécies conhecidasAddes (Segomyia) nas Américas
(LEDERMANN et al., 2014L1 et al., 2012; PETERSEN et al., 2016).

O periodo de incubacaasto é, o tempo que decorre desde a exposicao oaté
aparecimento dosintomas, da doenca do virus Zika ndo dwtén estabelecido, mas é
provavelmente de alguns dias. Os sintomas sdo semeltatede atras infeccdes por
arbovirus, incluindo a dengue, e sao a febre, erup@iesle, conjuntivite, mialgia, artralgia,
maltestare cefaleias. Estes sintondigram normalmentale 2 a 7 dias (WHO, 2016).

Evidéncias substanciais indicam que o virus Zika pode ser transmitido da méae para o
feto durante a gravidePETERSEN et al., 20160 virus Zika foi identificado no liquido

amniétco das maes cujos fetos apresentaram anormalidades cerebrais detectadas por



ultrassonografia, sendo identificados antigenos virais e RNA no tecido cerebral e placentas de
criancas que nasceram com microcefalia e morreram logo apds o nascimento, bemscomo no
tecidos de abortos espontan¢dPETERSEN et al., 2016; CALVET et al., 2016; OLIVEIRA
MELO et al., 2016; JOUANNIC et al., 2016).

Nas ultimas décadas, foi feito um esforco significativo no sentido da descdéerta
terapias para infeccdes por flavivird®evido a semelhanga entre ZIKV e virus da dengue, o
conhecimento derivado da descoberta de drpges tratar a dengysoderia ser aplicadoo
tratamento de infec¢Bpes por ZiKaegundoWeaver et al. (2016)&o é razoavel especular
gue poderiam ser encoattos inibidores ativos tanto contra o virus ZIKV como @atvirus
da dengue. fecaucdes devem ser tomadas eatrapolar a experiéncia dgengue para
descoberta dpotenciaisfarmacoscontraZIKV. Isso ocorre porque a biologia dos dois virus
pode ser muo diferentg( WEAVER et al. 2016)

Enquanto as vacinas e a terapéutica permanecam indisponiveis, provavelmente
durante pelo menos alguns anos, as melhores perspectivas para o controle do virus Zika esta
relacionada a reducéo do contaotre o vetor, prcawvelmenteA. aegyptina maioria das
regidese os seres humano&/EAVER et al., 2015

2.2.5 Febre de Mayaro

Mayaro virus (MAYV)é o agente etioldgico da febre de Mayarextéhce a familia
Togaviridae, génerdAlphavirus assim como o virus Chikunguny&HIKV). Sao virus
pequenos, icosaédricomedindo 65 a 7@m de diametro (KING et al., 2011; MOTA et al.,
2015).

MAYV foi isolado pela primeira vez de trabalhadores florestais doentes em
Trinidade em 1954 (ANDERSON et al., 1957; TESH et al., 1999). Rastente, o virus foi
isolado de humanos, vertebrados selvagens e mosquitos na Colémbia, no Brasil, em
Suriname, na Guiana, na Guiana Francesa, no Peru e na Bolivia (TESH et al., 1999).

A febre de Mayaro é uma doenca febril aguda comengue, com durdg de 3a 5
dias, caracterizada por dores frontais, dor epigastrica, mialgias, artralgia incapacitante,
erupcdo maculopapular, calafrios, nauseas, fotofobia e vertigem. A dor articular pode persistir
por varios meses assim como acontece na chikunguny&@PRO, 1981; COIMBRA et al.,

2007).



Os surtos dadoenca causada por MAYV sdo geralmente limitados a areas rurais
dentro ou perto de florestas tropicais onde 0 mosquito \Wa@magogus janthinomys
abundante. Porém o MAYV pode ser potencialmente traisemém ambiente urbano pelos
mosquitosAedes aegypte Aedes albopictysos quais sdo amplamente encontrados nas
cidades (SPINDOLA et al. 201FERZIAN et al., 2015)

E importante destacar que o virus de mayaro tem uma distribuicdo sobreposta ao
virus degue (DENV) e a doenca tem similaridade aos sinais iniciais e sinfdh@FA et
al., 2015) o que torna esta doenga facilmente confundida com outras febres virais,
principalmente dengue (ZUCHI et al., 2014; MOTA et al., 2015). Também vale lembrar que
a vagna contra dengue pode estar prontamente disponivel e a prevaléncia real da doenca
causada pela MAYYV pode afetar futuros estudos sobre esta vacina (MOTA et al., 2015).
Finalmente, éimportante ressaltar que o mosquifedes aegypté o inseto

associado@m a transmisséo destas diversas doencas.

2.3 Inseticidas utilizados ro combate acAedes aegypti

A utilizacdo de inseticidas para controle de populacdes de mosquitos adultos
(adulticidas) e na sua forma larvéaria (larvicid&sjeita por meio do tratameatfocal e
perifocal e da aspersao aeroespacial de inseticidas em ultra baixo volume (AARA et
al., 2016) O tratamento focal ocoraplicandoum produto larvicidague pode ser quimico ou
biolégico, nos depdsitosonde se encontram as larvas que ndssam ser eliminada
mecanicamentéMS, 2009; ZARA et al., 2016).

Ja otratamento perifocade baseiana aplicacdo de uma camada de adulticida de acéo
residua) utilizandose um aspersor manuaks paredes externas dos criadowitsados em
pontos estratgicos (ZARA et al.,, 2016). Esse tratamentesta indicado para localidades
recéminfestadascom o objetivo de complementartratamento focal em pontos estratégicos
(MS, 2009; ZARA et al., 2016).

Por fim, temos aaspersao aeroespacial de inseticidas UBV, a qual é feitacom
equipamento portétil costal ou acoplado a veiceldsm como funcéo especifica eliminar
formas adultas de\. aegypti Esse tipo de tratamentdeve ser utilizado somente para
bloqueio de transmissdo e para controle de surtos ou gp&lémimportante lembrar que
essanebulizacdo ndo é seletivdjminandoqualquer mosquito que esteja no ambiente, e seu
uso indiscriminado para combate de outros insetos ndo é recomé¢hBd2009 ZARA et
al., 2016.



Nos quadrosl, 2 e 3estaoapresetadcs 0s inseticidagecomendados pelaMS para

controlede mosquitos

Quadrol. Inseticidas recomendados p&&IS para aplicacao residual

Produto Grupo
Alfacipermetrina Piretréide
Bendiocarb Carbamato
Bifentrina Piretréide
Ciflutrina Piretréide
Deltametrina Piretréide
DDT Organoclorado
Etofenprox Piretréide
Fenitrothion Organofosforado
Lambdacialotrina Piretréide
Malathion Organofosforado
Pririmifosmetil Organofosforado
Propoxur Carbamato

Fonte: WHQ 2007 bttp://www.who.int/whopes/Insecticides IRS_Malaria_ok)pdf

Quadro2. Inseticidas recomendados p&aIS para aplicacdo espacial a UBV para espacos

abertos
Produto Grupo
Deltametrina Piretréide
Lambdacialotrina Piretréice
Malathion Organofosforado
dd, transcifenotrina Piretréide

Fonte:WHO, 2012 (http://www.who.int/whopes/Insecticides_for_space_spraying Jul 20)2.pdf

Quadro3. Larvicidas recomendados p&MS para uso em agua potavel

Produto Grupo
Bacillus thuringiensis israelensi Larvicidabacteriano
Diflubenzuron Benzoilureas
Novaluron Benzoilureas
Piriproxifen Anélogo de hormonio juveni
Espinosade Espinosinas
Temefos Organobsforado

Fonte: WHQ 2012 (http://www.who.int/whopes/Mosquito_Larvicides_Sept_2012.pdf)


http://www.who.int/whopes/Insecticides_IRS_Malaria_ok.pdf
http://www.who.int/whopes/Insecticides_for_space_spraying_Jul_2012.pdf

Os adulticidassao aquelesutilizados no combate aos insetos adukoss larvicidas

gue atuam sobre as formas imaturas (larvas e pupa) dos insetos.
2.3.1Adulticidas

Neste grupo encontraseos organoclorado®s piretréides,0s organofosforadosas
carbamato$FORATTINI, 1962; COSTA, 2007).

O grupo dosorganoclorados € o mais antigo. Ele incluliolorodifeniltricloroetano
(DDT), talvez a substancia quimica mastoria do século passadBRAIBANTE; ZAPPE,

2012; ARAUJO, et al. 2015)Em 1948, Paul Muller recebeu o Prémio Nobel de Medicina

pela descoberta da utilidade do DDT no controle dos diversos vetores de doengcas como a
mal&ia, febre amareleetc (BRAGA; VALLE, 2007). Os inseticidas desse grupo agem nos
canais de sodio dos insetos, manteadabertos por um periodo mais longo. Sendo assim,
acOes repetitivas sdo desencadeadas, uma vez que ocorre transmissao continua do impulsc
nervoso. Os insetos eventualrtemorrem devido a hiperexcitagdo (GUEDES, 1999).

Os piretroides sao pesticidas artificiais, com estruturas derivadas de piretrinas
naturais encontradas em flores @arysanthemum cineraraefolufYU et al. 2017).Sao
geralmente ésteres carboxilicos e podeer classificados em dois grupos: Tipo | e Tipo I,
diferenciados pela auséncia (Tipo I) ou presenca (Tipo Il) de um grupo ciano na por¢ao alcool
(BLANKSON et al. 2016 YU et al. 201). A adicdo do substituinte ciano melhora
grandemente a capacidade dpsetroides como inseticidas (ESTEVETURRILLAS;
PASTOR;de laGUARDIA, 2005 YU et al. 2017. Sua melhor fotoestabilidade e persisténcia
ambiental sobre 0s seus congéneres naturais contribuem para a sua enorme popularidade nos
campos agricolac KODB A ;  V OG2NQ7ZYWNeAal. 2017. Esses compost@gem sob a
membrana dos neurdnios afetando o mecanismo da bomba de sodio e potassio impedindo
assim a transmissao dos impulsos nervosos, levando o inseto a uma mortefrapida (
knokdowo) (BRASIL, 2001).

Os compostos organofosforadgs por outro lado, agem por inibicdo da
aceticolinesterase no mecanismo da juncdo neuromuscular, provocando um estado de
paralisia no inseto seguido de uma morte lerlaw( knokdown) (BRASIL, 2001).
Apresentam vantags, e desvantagense comparados aos organocloradbszem como
vantagenserem biodegradaveis e ndo se acumularem nos teadosoedesvantags maior
toxicidade para os vertebrados mesrmam baixas doses (BRAGA VALLE, 2007

PALCHICK, 1996. Outra desvatagan é que por apresentar instabilidade quimica,useu



frequente e em doses cada vez maiores, tem desenvolvido resisténcia pelo mosquito aos
pesticidas comumente utilizados, dificultando o trabalkaontrole do vetor por esta classe
de inseticidagLIMA, et al, 2003; BRAGAet al, 2004).

Os carbamatos,saim como os organofosforados, apresentam acéo letal rapida sobre
0s insetos, apesar de um curto poder residual. Da mesma forma qugansfasforados,
estes inibem AChE atraves d reacdo decarbanilacdo (BRAGA;VALLE, 2007). Embora
atuem de forma semelhante nos sistemas bioldgicos, os carbamatos apresentam duas
principais diferencaeem relacdo aos organofosforad@dguns carbamatos sdo potentes
inibidores da Aliesterase e apresentam seletividadeupciada contra as AChE de certas
espécies. A segunda diferenca é que a inibicdo da AChE ¢mloamatos éim processo
reversivel (BRAGANVALLE, 2007).

Vale ressaltar que a aplicacée inseticidas sobre os mosquitos adultos soménte
recomendda em cass de surtos epidémicos ou em locais onde haja grande infestacdo do
vetor, com 0 objetivo que diminuir rapidamente sua densidade em situacésgegEncia
(RANSON et al., 2010

2.3.2Larvicidas

Outro tipo de inseticidas amplamente utilizados e estudaddo os larvicidas.
Larvicidas quimicos e bioldgicos como o TemeféstiqBacillus thuringiensis israelenses
os reguladores de crescimento de ins€l@Rs), tém sido desenvolvidos e recomendados
para o controle da larva de aegyptiMULLA et al , 2004; THAVARA et al, 2004).

O organofosforaddemefésfoi introduzido no mercado em 1965 BUO et al. 2008;
daSILVA et al., 2015), sendo o unico larvicida do grupo com uso generalizado no controle de
larvas de mosdto, por mais de 40 anosld SILVA et al., 2015). Ele € o unico do grupo
aprovado pel®MS para uso em agua de consumo humano, por ser de baixa toxicidade aguda
e apresentar pouca persisténcia no ambiemidd, 1997 WHO, 2007;da SILVA et al.,

2015.

O Bti é uma bactériargm positiva, a@bica facultativa, cosmopolita, esporulante e
formadora de inclus@es cristalinas (DE BARJAC; FRACHON, 18BHCKER et al, 2010,

OLMO et al.,, 201% Sua atividade comdnseticida € devida a estruturistalina das
proteinas associadas a sua esporulacdo. Estas proteinas cristalinas, se ingeridas, encontram pt
adequadamente alcalino no intestino médio das larvas de mosquaitatipar as suas toxinas

(6-endotoxinasOLMO et al., 2016) Endotoxinas matam as larvas por ligacao a receptores


http://link-springer-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007%2Fs10646-016-1708-9#CR10

especificos no epitélio intestinal. As células perdem permeabilidade e as larvas acabam por
morrer devido a perfuracdes intestind©(SVERT; BOISVERT, 200Q OLMO et al., 201%

Os reguladores de crescimentambém conhecidos como terceira geracdo de
inseticidas sdo moléculas sintéticagnalogas, miméticas ou de acdo semelhante aos
hormonios naturais dos insetos (RESENDBAMA, 2006). Estes inseticidas apresenta
maior seguran¢gpara a manipulacdclém depossuem lenta evolugdo de resisténcia aos
inseticidas convencionaiRESENDE; GAMA, 2006; CONSOLIQLIVEIRA, 1994).

Estes inseticidas surgiram na décadal8@0, sendonovo grupo de agh mais
especifica ele menor toxicidade paras mamiferosquando comparadasoutros inseticidas,
pois ao invés da intoxicagdo direta elatuam ao interromper o desenvolvimento e o
crescimentalos inseto$SILVA; MENDES, 2002MARTINS; SILVA, 2004).

Taiscompostoem particularyegulam ocrescimento, sendagonistas de ecdisteroides,
inibidores da sintese de quitinantijuvendides (agem como antagonistas do hormdnio
juvenil) ou juvendides (agem como agonistas do horménio juveéBilLVA; MENDES,
2002).

Um exemplo de regulador de crescimento € o m@iifem (Sumilarv®), um éter
piridiloxipropilico, analogo ao horménio juvenil. Este tem atuacdo no inseto inibindo o
desenvolvimento das caracteristicas adultas e causando esterilidade do BRSTOS et
al., 2016; KOYAMA et al., 1989).

A acéode diferentes larvicidaem sido estudadapmo exemploa acao ddlavonoide
rutina(GUARDA et al. 2019, do 6leo essencial d@itrus sinensis(FERREIRA et al. 2015)
do spinosad FAZ-SOLDAN et al. 2016)e dos dervados dasTHQs (KITAMURA et al.
2014) entre outros

Neste trabalho compostos deivados das THQs com possivel acdo inseticida

(adulticidas e/ou larvicigaseio estudados

2.4 Resisténcia inseticidas

A resisténcia € um fenbmeno genétigog se carderiza por ocorremutacdes que
afetam as proteinas alvos dos inseticidas e/ou o seu metabolidMEBSCHULER,;
BERENBAUM, 2007 MOREIRA; MANSUR; MANSUR, 2013.

O ciclo de vida dos insetos é curto e estes apresgmtdenabundantdatos estes que
favore@mo surgimento d@opulacdes com caracteristicas genétitifesentes A frequéncia

da utilizacdo de inseticidas resultaprapagacéo de resisténdas insetos. Esta resisténéia



resultante ndo apenas da pressao seletiva desses compostosstitxieestas populacdes
mastambémdas caracteristicdgerdadas as espécies de inset@svolvidas HEMINGWAY ;
RANSON, 2000 MOREIRA; MANSUR; MANSUR, 2012).

E importante notar que a resisténcia tem sido detectada para todas as classes de
inseticidas, apresentamdefeitos diretos e profundos na-emergéncia das doencas
transmitidas por vetores (BROGDOMCALLISTER, 1998; BRAGA; VALLE, 2007).

Nesse sentido, € nesdsio que se faca o monitoramento e 0 manejo da resisténcia.
Além disso, é imprescindivel tadim a busca por novas substancias com modos de acédo
diferentes dos inseticidas quimicos convencionais. Estes fatores sdo importantes em qualquer
programa de controle de veto(&RAGA; VALLE, 2007, FERRARI, 1996).

2.5 Compostos estudados

2.5.1 Tetraidroquinolinas (THQS)

Os compostos heterociclicos, especialmente heterociclicos de azoto, séo a classe mais
importante dos compostos naslUstrias farmacéutica e de agroquimicos compreendendo
cerca de 60% de todas as subsids medicamentosaSRIDHARAN; SURYAVANSHI;
MENENDEZ; 2017).

THQ (Figura 3 é um composto organico com a férmula quimigdgN. Classificado
como uma amina secundaria, ele é derivado de isoquinolina por hidrogenacdo. E um liquido
viscoso incolor que é miscivel com a maior parte adgestes oganicos (MITCHINSON,;

NADIN, 2000).

Figura3 - Estrutura da tetraidroquinolina.
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As THQstém sido alvos importantes para os quimicos sintéticos, devido a sua ampla
distribuicdo em produtos naturaisagentes medicinais (NAMMALWARBUNCE, 2014;
KATRITZKY ; RACHWAL; RACHWAL, 1996. Devido a sua importancia estrutural em um

grande numero de compostos biologicamente ativos, dvesratégicas sintéticas para sua



obtencdo tém sido desenvolvas (NAMMALWAR; BUNCE, 2014; SRIDHARAN;
SURYAVANSHI; MENENDEZ, 2011)

Os compostos derivados daglQs sdo conhecidos por sua ampla aplicabilidade.
Podese citar sua acagobre osreceptores de neurotransmissores, de membrana e de
hormdnios esterdidesno tratamento quimioterapico, como agonista dmeptor de
estrogénio, antagonista do receptor de progesteronatidhtiantibacterial, entre varios
outros SRIDHARAN; SURYAVANSHI; MENENDEZ 2011). Além disso, ja é conhecida
sua acao como inseticida atuando no receptor de ecdisona (KUZNETSOV ebalSOIN
et al. 2010; PALLI et al. 2005; SMITH et al, 200SBRIDHARAN; SURYAVANSHI,
MENENDEZ 201)).

Sabese também que alguns derivados TdQs apresentam atividade nos canais
idbnicos, como por exemplo, derivadpieparados via reacdo Bevarov foram idetificados
como agonistas do canal de lagmdutancia de potassio ativado por célcio (BK)
(SRIDHARAN; SURYAVANSHI; MENENDEZ 201J). Ponte et al. (2012) também relata
compostogetraidroquinolinicos quativam o canal BK.

Além disso, muitos derivados daguinolinas tém demonstrado atividade anti
colinesteras€lSOMAE et al., 2002SZY MA G S K I et al ., 2012; GUT
Por exemplo, Gatta et al. (1992) relataram a sintese de derivados das THQs e Fink et al.
(1995) relataram a sintese e avaliacao -@eno-5,6,7,8tetraidroquinolinona, ambos como
inibidoresda AChE.

2.6 Alvosmolecularesdo mosquito Aedes aegypti

2.6.1 Receptor de ecdisona

Os dois principais horménios que regulam o crescimento de insetos, desenvolvimento e
reproducdo sdo o hormdnio esteréideh&froxiecdisona (20E) e o hormbnio juvenil (HJ).
Qualquer inteferéncianesteshorménios ou nos mecanismpelos quais estes manifestam
suas acdeesultaem anormal ou prejudicial crescimento, desenvolvimento e reprodogéo
inseto SMAGGHE, GOMEZ; DHADIALLA, 2012; RIDDIFORD, 1985; CHO et al., 1995).

Os ecdister@ies juntamenteom o horménio HJ, desempenham um importante papel
na regulacdo do desenvolvimeraeproducdo em insetos (KUMARHOMPSON, 2004
pois iniciam e coordenam a muda nessgganismos(KOTHAPALLI et al.,, 1995;
RIDDIFORD, 1996. O HJ modula o mcesso de muda afetando a acao da ecdisona de forma

gue altos titulos de HJ promovam a muda de um instar larval para outro, enquanto que 0s



baixos niveis ou sua auséncia estamula ecdisona a promover a muda para adultos
(HARTFELDER, 2000).

A ecdisona(Figura4) foi o primeiro composto quimico identificado como um horménio
de insetp este composté um préhormdnio inativoque se converte a sua forma ati2@-(
hidroxiecdisona (20B)(Figura4), pelo corpo gordurose células epidérmicas (HORN et al.,
1966 NIJHOUT, 1994; GILBERT, 1994TELES, 20®).

Figura4-Est rut ur as -eqcu? miomas ( cEaligdhacou Abadjoxieedisdna
(Direita).

OH ., OH OH

Com relacdo aoAedes aegypti os hormdnios ecdisterbides possuem papel
fundamental em sua reproducéo. A ecdisona é produzida pelos ovarios, durante at@se adul
secretada para a hemolinfa, hidrolisada no corpo gorduroso na formaha&d@ecdisona
(20E) e passa a agir como ativadora indireta da sintese de proteinas de vitelo. As proteinas
vitelogénicas sintetizadas nos corpos gordurosos sdo secretadas pgamolinfa e
endocitadas pas células ovarianas (RAIKHELDHADIALLA, 1992; BRAGA; VALLE,

2007).

Vale ressaltar que ecdisona possui um receptor especjfcdtamado deeceptor de
ecdisona(EcR) (Figura 5) Este pertence&x familia de receptoresiwucleaes e pode ser
encontrado amplamenfeelo organismalos insetosem embrides e em varios tecidos-pré
pupais comaorpo gordurosajiscos imaginaigylandulas salivaresraqueia sistema nervoso
central, intestino e células associadas com estruturasulants (KOELLE et al.,, 1991
TELES, 2009.



Figura 5. Receptor de ecdisona.
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Fonte: Nature Reviews. Molecular Cell Biology.

Este receptor tem sidatilizado no desenvolvimento de inseticidas e interruptores de
genes para a regulacdo genét{€agura 5) (PALLI et al., 2005; SOIN et al.,, 2010
YOGINDRAN; RAJAM, 2016; MALIK, et al. 2016)Ele édividido em dominios, possui
blocos de aminoacidos conservados, ativa ou reprime a transcricdo dekgeBekE et al.,

1991; TELES, 2000

Este receptor @m heterodimero composto pelo produto do geo®e pelo produto
de um outro gene usp(ultraspiraclg, um ortdlogo do receptor de acido retindico (RXR) de
vertebrados YAO et al, 1992, 1993 TELES, 2009 Esse heterodimero se liga a
ecdisteroides e seuselementos deespostaegulando sua expressd@ATRICK et al., 2001,

PALLI et al., 2005).

Ele desempenha um papel crucial na metamorfose e no desenvolvimento de insetos.
Apesar da semelhanca e homologia dos dominios com os receptores nucleares dogsnamifer
0 receptor de ecdisona e seus ligantes sdo ortogonais aos receptores dos mamiferos. Este
propriedadegornao ECR um alvo atraente para inseticidas ambientalmente benignos e, mais
recentemente, para uso em sistemas para controlar a egpEsgfenes enorganismos
transg@icos (KOELLE et al., 1991 YOGINDRAN; RAJAM, 2016; MALIK, et al. 2016;
SUGAHARA, et al. 2017)

Alguns receptores de ecdisterdides foram caracterizados em outros artropodes como
Aedes aegypt(CHO et al., 1995) eChironomus tentan{IMHOF et al.,, 1993), em
lepidépterosManduca sextdFUJIWARA et al., 1995)Heliothis virescen§MARTINEZ et
al., 1999), Bombyx mor(SWEVERS et al., 1995), entre outras espécies.



Sabese que alguns compostas derivadosdas THQs atuam na expressao derge
realizada por este receptor Aedes aegyp(iAaEcR) e sua acdo como larvicida é conhecida
(SRIDHARAN; SURYAVANSHI; MENENDEZ 2011 SMITH et al 2003).

2.6.2 Canal de potassio ativado por célci¢BK)

Os canais idnicossao definidos como poros prates presentes em diversas
membranas biolégicas e qdesempenham importantes fungdes em amplavariedade de
mecanismos celulares ao permitirem a passagem de ions ou pequenas moléculas de
compartimentos celularesRESTREPGANGULO; DE VIZCAYA-RUIZ; CAMACHO,

2010; HILLE, 1992). Estes canais estdo envolvidos com a contragdo muscular e a
excitabilidade de neurdnios, a secrecdo de hormonios, a ativacdo de linfoécitos T e a funcéo
renal, dentre muitas outradILLE, 1992).

As grandes faifias e subfamilias de pais diferem pelo tipo de ion que carreiam,
como por exemplo, calcio e potassio; da forma como sao regulados por ligantes, como o ATP,
o calcio intracelular e algumas proteinas da familia G; e/ou, pelo potencial de merrana (
das célulasNICHOLLS et al, 1992).

De todos os tipos de mas idnicos conhecidos, 0s canais de potassio sdo 0s que
apresentam maior grupo eaior diversificacdo, representando cerca ddotisno genoma
dos mamiferos (BGTMAN et al., 2005 VIEIRA, 2011). Dentre estes temos: ora de
potassio retificador de entrada (KiQ, canal @ potassio de 2 poros, o canal de potassio
dependente da voltagem e o canal de potassio ativado por cdidT@AN et al., 2010
NASCIMENTO, 2012, VIEIRA, 2011).

Os canais de potassio ativado porcicalsao divididos em trés gruposanais de
potassio de baixa condutancia (SK, KCa2), canais de potassio de coiaitfermedida
(IK, KCa3.1) e canais de potassio de grande condutdBKiaSlack, KCal.1l, maxK ou Slo)
(SALKOFF et al., 2006VIEIRA, 2011).

O canal de potassio de alta condutancia, ativado por calcio, denominado classicamente
c o mo Bigd “Kfu MaxiK e recentemente como SLO1 da fam8iawpokede canais
de potassio de alta condutancia é codificado nos humanos pelo gene KCNMAda que
origem “ subunidade U, | (PALKDFH ez ah,2@6)N 0 Ccr o mo s

E mais abundante no cérebro e nos 6rgdos que contém musculo liso, mas também tem
sido detectado em uma ampla variedade de outros tipos de tecidos, incluindo os 6rgaos

repradutores (ovario, testiculos), pancreas e glandulas sapass, e nas membranas



plasmaticas de midcitos cardiacos (ventricular®g));( MARX, 2010). Este desempenha
também diversas fungdes, tais como,utegdo @ tdnus do musculo liso, excitabilidade
neuonal, atua nas atividades das glandulas secretoras de salivas e eletrolitos ¢KBIAN
2001; SPROSSMANt al.,2009; PERRYSANDLE, 2009 NASCIMENTO, 2011).

Como palemos ver naigura6, o canal € unhomotetrdameroe cada subuni
apresenta seis dominios transmembranaS@1 onde a por¢cdo S4 apresenta os residuos
carregados positivamente e responsaveis pela sensibilidade a vo{®8eKOFF et al.,

2006)

Entre as por¢cBes S5 e S6 existe uma vadt@p queda origem ao poro seletivo ao
potassio e de alta condutancia (XD pS)(SALKOFF et al., 2006)A porcao carboxi
terminal € intracelular e apresenta as regifes de regulacado da condutancia ao potassio (RCK 1
e 2) e o sitio de ligacdo do calcio. Existemdia 4 subunidades b des
KCNMB4) gue podem modul ar a sensibilidade
Outros mecanismos de regulacdo aumentam a diversidade de funcbes do BK em diferentes
tecidos, como @plicingalternativo, sitios désforilacdo e a formacéo de heterodimeros com
SLO2(SALKOFFet al., 2006l ATORRE; BRAUCHI, 2006).

Estudos mostram quee porcdoS0 é responsavel pela expresséo e funcédo do canal
(LIU et al, 2008). Também é importante notar que a por¢cao S4 mostradisoesarregados
positivamente que sao responsavpaa sensilidade a tensdo (YU et al, 260l As
Ssubuni da#t#dy pbof@bih modul ar a sensibilidade
(CONTRERAS et al., 2013).



Figura6 i A) Diagrama esquematico gau buni dade U do canal B K
celular com seis dominios (S86), onde o dominio S4 € o sensor de voltagem (carregado
positivamente). Entre os dominios S5 e S6 esta a al¢a que forma o poro (P). RCK 1 e 2 sdo as
regides intracelulares de dovle da condutancia ao potassio e a Utima porcdo com residuos

de carga negativa onde se liga o céalcio antes do cadroinal. B) BK formado por quatro
subunidades U e a seta indica a intera-«o e

Fonte: Adaptado d&alkoff et al.(2006.

Diversas patologias envolvem a hipentividade do tecido muscular liso, como a
hipertensdo arterial, incontinéncia urinaria, algumas disfunedéteise da motilidade
gastrica. Neste contexto, o canal BK torss®uum alvo terapéab conhecido para compostos
capazes de ativids, a fim de reduzir a hipeeatividade muscular e reverter clinicamente
estagpatologias BUTERA et al., 2006HOLLAND et al., 1996)Além dissq Gunning et al.
(2008) em sua pesquisa com atracotoxinas J@awmeslem insetos sugere que o canal BK

pode ser um potencial alvo inseticida.

2.6.3 Acetilcolinesterase (AChE)

A acetilcolina acetihidrolase, ou acetilcolinesterase (AChE)um componente chave
das sinapses colinérgicas cerebrais e juncfes neurdamesoGUPTA, et al. 2015) O
principal papel biolégico da enzima é a terminacdo da transmissao dos impulsos nervosos por
hidrélise rapida do neurotransmissorcationico, acetilcolina (ACh) (TOUGU, 2001;
MOHAMED ASATH et al, 2017.

O papel central na neatransmissao nao € a unica razao pela qual a AChE atudia
atencdo dos pesquisadores. Ela tstédbémentre as enzimas mais eficientes, sendo capaz de
rapidamente hidrolisar a AQQUINN, 1987; TAYLOR et al., 1994; TOUG\2001; SOREQ
et al., 199). AChE é considerada como uma enzima evolutiva perfeita, porque todos os
passosde transformacamo substrato: associacdo de substrato, transformacdes quimicas e
dissociacdo do produiprocedena taxas semelhante®UINN, 1987; TOUGU 200L1).

Ela esta presentaos sistemaservoso centrale periférico, sobre o receptor de

acetilcolina atuando na transmissdo de impulsos nervosos, por meio das sinapses



neuromusculares (HORNBERG; TUNEMALM; EKSTROM, 2007; SOREQ et al., 1990).
Cada mondmero da AChE contém um centedaltica o qual écomposto por dois
compartimentos: o subsitio catalitigpe contéma triade catalitic& o subsitio aniénico
qual acomoda o compartimento quaternario positile ACh (Figura 7) (GONCALVES,
2000PATOLKA et al., 2005).

Figura7 - Sitio ativo da AChE.
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Fonte:Obregon 2006.

Nessas regides existem quatro dominios:

1 Dominio 1: Localizam os residuos de serina e histidina da triade catalitica (Ser203 e
Hi s447) , a qual ® e nacnotnator adda 2ot ifou naltoi vdoa (F
HORNBERG; TUNEMALM; EKSTROM, 2007; MATOS et al., 2012).

f Dominio 2: E o subsitio aniénico, localizado a uma distancia igual ou superior a
4,7A da hidroxila do residuo serina. Este subsitio é carregado negativameqtes e grupo
amonio quaternario da ACh interage, eletrostaticamente, com o Glu334. Seu papel € orientar a
parte carregada do substra que entra no centro ativo (P,
al., 2012; GONCALVES, 2009; QUINN, 1987).

1 Dominio 3: Constituse por uma regido hidrofébica importante para a ligacdo com
substratos ciclicodMATOS et al., 2012GONCALVES, 2009; QUINN, 1987).



1 Dominio 4: Local onde interagem ligantes catidnicos e alguns outros ligantes
neutros. Esse dominio se localiza a mais de 20 A do sitio ativo e, por isso, & denominado sitio
anionico periférico, consistindo dos residuos de Asp74 e Trp286 como um nuclem comu
(MATOS et al., 2012)

Vale ressaltaque a complexacdo de ligantes com o sitio periférico frequentemente
provoca alteracbesonformacionais @ sitio ativo. As interacdesedligantes com esses
residuos poderser o ponto de partideara a modulacdo ak#sica da atividade catalitica da
AChE (BOURNE et al., 2009; GONC¢CALVES, 2009;

A inibicdo da AChE destaese como um método promissor de controle de insetos.
Portanto, a descoberta de novos inibidores e mecanismos de inibicdo da AGfdEtarefa
importante CASANOVA et al., 2002).

Vale lembrar que cotipo de inibicAo mais comum € aquele que ocorre pelos
organofosforados e carbamatos, os quais afetam a transmissdo de impulsos nervosos
resultando no acumulo da acetilcolina no tecidaromuscular de insetos causando paralisia
e em seguida, a morte (OTERO et al., 2014; PLANCHE,&2@12 BUGI L et al . ,

A AChE se torna um dos alvos moleculares mais vulneraveis a agentes neurotéxicos,
pesticidas e venenos de cobras, e também a farmacos voltados para o tratamento das doencas
como o mal de Parkinson e a doenca de Alzheimer (GONEA, 2009; QUINN, 1987).

2.7Métodos tedrices empregads
2.7.1 Modelagempor homologia

Os neétodos computacionaisio utilizados atualmete com sucessmo estudo e no
planejamento deovoscompostos bioativos.Estes mtodos que poderser usados como
ferramentas do planejamento racional de compostos ativsS ANT 6 ANNA, 20
BARREIRO;FRAGA, 2001).

Os bancos de dados em rede e a cresceigponibilidade de programas
computacionaigelacionados auimica saoferramentas fundamentais para a descoberta e
planejamento deovas drogasEstas informacf8es permitem uma analise rapida da atividade
bioldgica versus propriedades fisicguimicas de uma série de moléculas de interesse
(CARVALHO et al., 2003).



Tratandese depredicdo de estruturas tridimensionais detgimas, uma ferraenta
utilizada com sucesso € a modelagem por homologia, também chamada de modelagem
comparativaEsta metodologia bases® em funs padrbes geraigque tem sido observados
em nivel molecular, no processo de evolucdo bioldégica sdo gitadoSantos Filho e
Alencastro (2008 (a) homologia entre sequiéncias de aminoacidos implica em semelhanca
estrutural e funcional; (b) proteinas homoélogas apresentam regifes internas conservadas
(principalmente constituidas ééementos de estrutura sedéra: hélicesU fahasb ) ; ( c) @
regibes externas sao as responsaveis melasipais diferencas estruturais entre proteinas
hom- 1 ogas, constitu2das ©principal mente ©por
estruturas secundari€SANTOS FILHQ ALENCASTRO, 2003.

A modelagem por homologista baseada na idela quea semelhanca de sequéncia
acima de um determinado limiar implica similadt® estrutural SANTOS FILHO
ALENCASTRO, 2003;,CHOTHIA; LESK, 1986;D6 AL FONS O; TRAMONTANO;
2001). Assim,uma proteina de estrutura conhecida e cuja sequéncia & semelhante a da
proteina alvo pode ser utilizada como um molde para construir um moeilmérisional da
ultima.

Deane eBlundell (2003) relatam o primeiro passo na modelagem comparativa:
identificar as estruturas tridimensionais resolvidas, que possam ser utilizadas como uma base
estutural para a modelagem da seqciaalvo (proteinaalvo). Esta identificacdo pode ser
realizada seguindo diferentes aspectosomo: similaridade de funcg&oconhecimeto
estrutural, expresséo pelo mesmo grupo de genes, similarsgagdenciabu aé correlacao
evolutiva (DEANE;BLUNDELL, 2003).

Apos definido o moldealinhaseas duas sequéncias em estudo (a problema e a)molde
com o objetivo de alinhar os residuos estiwralmente equivalentesonsiderando as
caracteristicas estruturais comunemo por exemplo, residuos cataliticoelementos de
estrutura secundari@urante este processo, surgem algespacos vazigdambém chamos
de f gaspsas saaepresentadoso alinhamento por linhas tracejadéBANTOS
FILHO; ALENCASTRO, 2003SANTOS FILHO, 2000)

Logo gbs é realizada a construcdo do modelo seja a geracdo das coordenadas
cartesianasPara se construir parte interna da proteifpaoblemausase aideia de que a
conformacdo da cadeia principal da estrutudde pode ser transferida paaaproteina
problema Existemvarios métodos de modalem dessas regides conserva(@ANTOS
FILHO; ALENCASTRO, 2003.



Por fim, 0 modelo gerad@ validado A validacdo € um etapa muito importante que
pode ser realizada em diferenteseisvde organizacdo estrutural. E necessavaliar os
parametros estereoquimicasgualidade do empacotamento global da proo®mpossiveis
erros estruturais (SATOSFILHO; ALENCASTRO,2003.

Uma vez quea qualidade do modelo esta relacionada diretamente com a estrutura da
proteinamolde utilizada, énecessariaue estaa proteinamolde tenhasido obtida com boa
resolucdo e com um fatdt satisfatério.Preferese aescolhade modelos esuturas cup
fator-R seja inferior a 20% e mesolicdo seja igual ou superior & ZSANTOS FILHO;
ALENCASTRO, 20(@; SANTOS FILHO, 2000).

Um importante indicador da qualidade estereoquimica de uma proteina é a distribuicao
dos ©ngulos torcionais 0 e (Q destexéagllesgie pr i |
ser examinada atraves do grafico de Ramachandran (RAMACHANDRAN;
SASISEKHARAN, 1968). Se houver residuos de aminoacidos com problemas
estereoquimicos, eles estardo em regidesppémitidasneste graficoAtraves deste grafico
tambémse podever aporcentagem de residuos que ocupam regides favaréeedo ura
das melhores maneirake avdiar a qualidade estereoquimica de um modelo de proteina
(HOLTJE; FOLKERS, 1997).De acordo com a literaturajrumoddo ideal deve apresentar
mais de 90% deesiduosiessasegites (JOHNSON et al., 199ANCINI, et al.2012.

2.7.2 Ancoramento molecular (docking)

Estudar as interacdes proteiigante tem sido um dos objetivos da quimica
computacional por anos. A predicacsties interacdes sao tarefas as&es se 0 objetivo fay
desenho de novas drogas (ABE&tLal., 2018.

O ancoramento molecail ou docking € uma das mais importantes técnicas de
investigacdo das interacoesemmolecularesentre uma proteina e um ligante, nos casos em
gque a estrutura 3D da proteina ja foi elucidada (SILVEIRA, 20@B)processo de
ancoramentenvolve dois passdssicos: a previsdo da conformacao do ligante, bem como a
sua posicéo e orientacdo dentieproteingnormalmentechamado de pose) e a avaliacdo da
afinidade de ligacdo (MENG et al., 2011).

As simulacoes ddockingpodem ser utilizadas para reproduzidds experimentais
através de algoritmos de validacdes de ancoragem, onde as conformacdes|gabeénau
proteinaproteina sdo obtidas silico e comparadas com estruturas obtidas a partir de

cristalografia de raieX ou ressonancia magnética nucle@além disso,dockingé uma das



principais ferramentas para os procedimentos de triagem virtual, onde uma biblioteca de
varios compostos € "ancorado" contra um alvo de drogas e assim seterisnmehores
resultados (DIASAZEVEDO Jr.; 2008)

Os valoresda fun@o de desempenho do ancorameBtgye Sd0 definidos peta
Equages 1 e ATHOMSEN; CHRISTENSEN, 2006; SOUZA et al., 2008; RAMALHO et
al., 2009; OGUNGBE; SETZER, 2009).

Escore= Binter + Eintra (1)

Onde

. . e ig; 2
Ere= 8 A  ére(r)+ 332000,

2

ii ligante ji proteina @ 4'rij Q (2)

1 Einer=e€energia de interacao liganpeoteina.

1 EpLp = energia potencial do inibidor por part&aseiaseemdois conjintos diferentes de
parametros: um para a aproximacao do termo estérao der Waals entre atomos, e
outro potencial para a ligacdo hidrogénio.

f O segundo termo descreve as interacbes eletrostaticas entre atomos carregados. E um
potencial de Coulomb cooma constante dielétrica dependente da distancia (D(r) = 4r).

| 332,0=fixa as unidades de energia eletrostatica para kcal mol

Einra € @ energia interna do ligar(tequacao 3)

Eintra =g , gante a I gante Erie(ri) + |igagﬁesemis,ﬁ{l- cosg - gv)] + Epenalizad 3)

1 As duas primeiras soas contidas na equacdo estdo relacionadas a todos os pares de
atomos do ligante excluindo os pares de atomos conectados por duas ligacdes.

1 O segundo termesta relacionadd ener gia de tor-«o, onde
ligacao.

7 O ultimo termo, Benaizada(Chamado de termo de correcéo), atribui uma penalidade de
1.000 se a distancia entre dois atomos pesémtosnenor que 2A. Isso aplica uma

penalidade nasonforma@es inexistentes do ligante.



1 Emresumo, essas fun¢des sédo usadas para ancorar automaticamente uma molécula flexivel
em uma molécula molde (proteifdHOMSEN; CHRISTENSEN, 2006).

Em suma, alockingmolecular encontra uma media de estruturas estavéigatte na
proteina e calcula essa estabilidade relafivaecessario analisar todos os modos de interacio
para encontnaa estrutura de menor energansiderando a flexibilidade conformacional do
ligante o qual sera introduzidw stio ativo da proteia. Como esses dois problemas estéo
interligados, eles podem ser resobgcho mesmo tempo. Contudo, araiio de combinacdes
envolvidas énuito grande (MIZUTANI et al., 1994).

2.7.3 Dindmica molecular

A simulacéo de Dinamica Molecular (DM) é uma dasigas computacionais mais
versateis para o estudo de macromoléculas biologitASISSON et al., 2002ALONSO et
al., 2006).Seus calculoséo fundamentados nos principios da Mecénica Classica e fornecem
informacdes sobre o comportamedinamicona escalanicroscépicadependente do tempo,
dos atomos individuaigue compdem o sistema (BURKERALLINGER, 1982; NAMBA et
al., 2008).E uma simulacdo na quatomose moléculas se movem sob a influéncia de forcas
fisicas, como a gravidade. A fim de obter uma@e®islo movimento dos atomos e moléculas,
eles séo autorizados a interagir por um periodo de tempo (FENG et al., 2015).

Forneceminformacdes detalhadas sobre as flutuacdes e mudancas conformacional de
macromoléculas, tais como proteinas e &idoclécos HAILE, 1992). Este método tem
sido utilizado para investigar a estrutua@inamica e termodinamica de moléculas biolégicas
e deseus complexoRAPAPORT, 2004).

Baseada ndecanica Molecular (MM), as moléculas dfiatadascomo uma colecdo
de a&tomosas aqais sdodescrita por forcas newtonianassto € sdo tratadas como uma
colecdo de particulague estaaunidas por forcas harmdnicas ou elastiddANIBA et al.,
2008; van GUNSTERENBERENDSEN 1990).

Os calculos ddinamica moleculase baseiamasolucéopasso a passia equacao de
movimento de Newton, queara um sistema atbmico simplgspde ser descrita pelas

Equacbed eb.

Fi (t) = Mg (4)



F(t) =—— (5

Onde

Fi = Forca que atua sobre cada particula do sistema em um instante de.tempo t
a = Aceleracao do atomo i de massa m

Apos a definicdo da@ampo de for¢casé possiel determinar a fo que atua sobre
cada atomo através do célcula primeira derivada da energiatpncial obtida do campo de
forcas escolhido com relacdo a posicdo dos nucleos (Eqap{i88MBA et al., 2008). Essas
equacdes sao resolvidas simultanesteeem um pequeno espacgo de tengssim ténse a
trajetoria de cada &tomo do sistema com relagédo ao tempo.

Existem alguns pontos importantearg se realizar um calculo de DMPrimeiro,
especificar as posi¢cdes iniciais das particulas que compdem oasisietie para evitar
sobreposicOes indesejavgisralmente elas séo situadas na posicdo de uma rede cristalina,
entre elas (NAMBA et al., 2008).

Entdo, osistema é montado dentro de uma caixa qude padotar diferentes
geometriasEm seguida, @ caso de stemas biomoleculares, sdo adicionadas moléculas de
agua dentro do sistema, e na caixa e aplicado o modelo de condicdo periddica de contorno,
evitando que as moléculas de agua escapem do meio (NAMBA et al., 2008).

Ainda, aatesde se iniciar asimulacdesdevese realizar a minimizacao a sistema
objetivandoevitar maus contatos entre os atomos (NAMBA et al., 2@8&)aminimizacao
ou otimizacdo do sistemaféita com a intencdo de se obteemergia proxima do minimo
local. Os algoritmos de minimizacaocarms utilizados sédo: o método do maximo declive, o
método dos gradientes conjugados e o método quasi Newton Raphson.

O método do maximo declive (FRANCAt al, 2004; WIBERGet al. 1965) € um
método de primeira derivada que converge vagarosamente nas gemésido minimo, mas
€ poderoso para configuracdes distantes de um minimo de energia (FRANCA, 2004).

O m®todo fAgradientes conjugadoso per mit .
gue o método do maximo declive que utiliza somente a informacdo do gradante
coordenada atualizada. Em se tratando na busca do minimo da funcéo de energia, este métodc
tem sido considerado o mais sofisticado, além de utilizar a informacdo sobre a primeira
derivada (gradiente), leva em conta o caminho ja percoradmsca do mimo. Este método
utiliza para a determinacdo do passo seguinte, além do valor do gradiente no ponto atual, o

valor do gradiente obtido no passo anterior (FRANCA, 2004).



O método NewtorRaphson utiliza tanto as derivadas primeiras quanto as derivadas
segwndas da funcdo. Assim, além de usar as informagfes do gradiente, utiliza a curvedura pa
predizer onde a funcdo mudadirecdo ao longo do gradiente (NAMBA et al., 2008).

ApOs a minimizacdo, o sistema é aquecido gradualmente para a temperatura de
interesse b, nesse momento sdo atribuidas velocidades iniciais de todas as particulas
utilizando a distribuicdo de MaxwedBoltzmann(NAMBA et al., 2008) Dessa formaesses
primeiros passos descritos acinsanstituen o periodo de equilibracdo. Esse pericgoda
por finalizado quando o equilibrio termodinamico € alcancado. ApGs esse periodo é possivel
gerar as trajetorias da DM e realizar o célculo das diferentes propriedades para o sistema em
estudo(NAMBA et al., 2008).

2.7.4 Associagaados calculos debocking eDinadmica M olecular

A fim de obter um estudo ais confiavel entre o complexo proteiigante, as
simulagdes deDinamica Molecular e Docking podem ser combinadasA forcadesta
associacaencontrase enmseuscomplementaregontos forte fracos

O dockingé usado paraexplorar umvasto espacaconformacionalde ligantes,
permitindoexaminargrandes bibliotecas diFogas semelhantasum custocomputacional
baixo. As principais dificuldadeapresentadas por este método é a pouca ou até mesmo a
faltade flexibilidadede toda proteina e a ausénciaude funciale pontuacadnica
e amplamente aplicavel (ALONSO et al., 2006).

Ja adindmica moleculatrata tanto oligante quanto proteina de forma flexivel,
permitindoum ajustedos receptores no sitio ativéAlém disso,na simulacdo de dinamica é
possivel analisao efeito de agua explicita. No entants principais desvantagens da
dindmica é que os calculos sdo demoradaggsie 0 sistempode ficar preso emminimos
locais(ALONSO et al., 2006).

Assim com a comimacdo destas duasécnicas, utiliza-se o docking para
atriagemrapida degrandesbibliotecasdedrogas semelhantesas simulagcbede DM para
explorarconformacdeslo receptor deroteinaotimizaras estruturaglo complexdinal e
calcularas energiamais precisas.Baseado no expost@sta associacdo tem contribuido de

forma eficaz na melhordo processaedesignde drogas (ALONSO et aR006).



OBJETIVOS

Nosso objetivo principal é estudar a acdo de alguns derivado3Hias como
inseticidas. Comabjetivos secundarios tése
1) Avaliar a acdo das tetraidroquinolinas no receptor de ecdisdaikcR), na
acetilcolinesteraseA@AChE) e no canal BK déedes aegypti
2) Estudar a seletividade destes compostos analisando também sua acdo na
acetilcolinesteraseumanaHssAChE).
3) Propor um novo composto que sgepte ambas acdes, larvicidadulticida,
auxiliando assim no controle do mosqukedes aegypti
Para tal pesquisdaécnias de modelagem por homologidpcking e dnamica
molecular seréo utilizadas pardornecer uma interpretacdo estrutural, bem como, um

entendimento d#esprocessos a nivel molecular, contribuingira odesenvolvimento de
novas drogs.
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Toward the understanding of tetrahydroquinolines action in Aedes aegypti

larvicide or adulticide?

Aedes aegypts an important vector of arboviruses such as dengue, yellow fever, ghikym and

Zika. Among the various types of insecticides used to combat this vector, the insect growth regulators
(IGRs) have been developed and recommended for control of their larvae. In this work compounds
with proven regulatory action, tetrahydroquimelé will be studied. These regulators act on the
hormones responsible for the insect development. Ecdysone, one of the main hormones involved in
this process has a specific receptor (ECR), where tetrahydroquinolines derivatives can bind, disrupting
the nomal action of this hormone, because they have structure similar to hormene 20
hydroxyecdysone (20E). In addition, studies show that this class of compounds interacts strongly in
the potassium channel activated by calcium (BK channel). Thus, the goastisdiothe action of
compounds (tetrahydroquinolines) as insecticides and evaluate their larvicidal action (action on the
ecdysone receptor) or adulticide (action on the BK channel) through homology modeling techniques,
moleculardocking and molecular dyndes simulationsand aiming to propose a compound that

presents both actions (larvicide / adulticide).

Keywords: Aedes aegyptiEcdysone receptor; Potassium channel activated by calcium (BK

channel);Docking Molecular dynamics.

1. Introduction

Mosquitbes are associated with various health problems. These include yellow fever,
malaria, degue, filariasis, chikungunya,apganese encephalitis, among others, causing
millions of deaths each yedil,2] Aedes aegyptfLinnaeus 1762) (Diptera: Culicidae), in
turn, is the vector responsible for transmitting four major diseases: yellow fever, dengue,
chikungunya and zikg2,3]

There are two types of insecticides that are used to combat this vector: adulticides
and larvicides. Adulticides are the insecticidesdus the fight against adult insects, among
these, the pyrethroid Allethrin, the halogenated BHC and Dieltrin, the Malathion phosphide
and organochlorine DDT[4] On the other hand, larvicides can combat immature stages of
insects.[4] Chemical and biologal larvicides containing a variety of active ingredients like
Temephos, BTl and Insect Growth Regulators (IGiRs)e beemleveloped and recommended
for the control ofAedes aegyptarvae [5,6]



Regardingnsect growth regulators, the two main hormoimeslved in this process,
development and reproduction are thelg@roxyecdysone steroid hormone (20E) (Figure 1)
and juvenile hormone (J Interference with these hormones or mechanisms by which they
manifest their action results in abnormal development detrimental growth and

reproduction[7-9]
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Figure 1. Tetrahydroquinolines studied-@)L (Palli et &* and Smith et &f). Chemical
structure of b-Ecdysone or 2Mydroxyecdysone (20E) andtrgcture of compound
Z[(3aR 4S9b9-4-(Naphthalerl-yl)-3a,4,5,%-tetrahydre3H-cyclopentag]quinoline-8-
carboxylic acid](Ponte et al. [14]).

Thus, any influence on the action of hormones involved in the ehamyl
development processes, either by exogenous sources of hormones or their synthetic
analogues, could result in the interruption or even abnormality in the development of insects
[10]



Note that ecdysone has a specific receptor (EcR), belonging fantflg of nuclear
receptors, which are widely distributed throughout the body, in embryos, and several pre
pupal tissues such as imaginal discs, biatlythetrachea, salivary gland)e central nervous
systemgtheintestine and cells associated withicular structureq11]

This receptor plays a critical role in metamorphosis, and development in insects.
Despite the similarity, and homologous domains of the nuclear receptors in mammals, the
ecdysone receptor and its ligands are orthogonal to mrseptmammals. This property has
madeECcR an attractive target for environmentally benign insectic/dé$

It is known that some compounds derived from tetrahydroquinoline work in gene
expression performed by thisceptorin Aedes aegypfAaEcR) and itsaction asalarvicide is
known [12,13] Namely, these compounds have structure similath&eo20E hormone (20
hydroxyecdysone)thus affecting its actiormechanism. In contrast, studies show that these
types of compounds also activgted] or block [15] the potassium channel activated by
calcium (BK channel), which raises the question whether there is thus a possible adulticide
action of tetrahydroquinolines.

The BK channel is found throughout the brait6,17]It is responsible for regulating
smooth muscle tone, neuronal excitability and expertise in the activities of the secretory
glands of saliva and electrolytes, among oth¢is] It is a hometetramer composed of four
U subunits alone or linked to auxiliary subunits. In contrast to other vaife dependent
potassium channelhich have six trasmembrane helices (§6), theU subunit of BK
channels has an additional transmembrane domain (SO at {teemhus) and a single tail
length intracellular, the @erminal. [19-21]

Studies show th&&0 is responsible for expression and function of the chajaglit
is also important to note that the S4 portion shows the positively charged residuese
responsible for sensitivity to voltag¢l5] The b subunits H1- b4) can modulate the
sensilvity to calcium and the voltage of thésubunit.[23]

Based on this, our goal is to study the action of some tetrahydroquinolines
derivatives as insecticides and evaluate their larvicidal (action on the ecdysone receptor)
and/or adulticidl action (acibn on the BK channel) using homology modeling techniques,
molecular docking and molecular dynamics simulations. In addition, a new compound has

been proposed with both actigfervicidal and adulticiél, to control theAedes aegypti

2. Methodology



2.1Biological data

We conducted a literature search of some tetrahydroquindém®atives, which are
insecticides acting on the ecdysone régce@mnd presenting experimentehlues These
compounds were synthesized and studied by Palli ¢24land Smith & al. [25] Their

respective experimental data are shown in Figuaed Table 1.

Table 1.Experimental values of Bg (half maximal effective concentratiprand pEGso
(PEGso = - 0gEGso(M))

Compound ECso(UM) PEGCso
12 0.45 6.34
2° 2.15 5.67
3P 3.19 5.50
4° 5.01 5.30
52 5.95 5.22
6° 8.71 5.06

@Based on Palli etla[24]
P Based on Smith et.gP5]

2.2Homology modeling

2.2.1Aedes aegyptcdysone receptor (AaRg

The 3D structure of thAedes aegypecdysone receptoAGECR) was constructed by
homology modeling techniques. Theceptormodeling began with theequestfor templates
in the Protein Data Bank (PDR6] using the BLAST[26,27 as search engineh& template
sequence selected to buldECR was 1R1K with resolution of 2.90A and factor R=0.248
bound to ligand, indicating the binding spot

The validation of the generated models was performed thrtheyRamachandran
[28] chart in which it was paible to analyze the distribution of torsional angles of the
bak b o n e y gespansille for the stereochemical quality of the studied protein.

The assembly of complex [EcR ligand (hormone 20&fEr the model construction,
was performed using the overlaythe SwissPdbViewer prograni29]. In this procedure, the
coordinates of the crystal structure of the ligand format (.pdb) are copied to the .pdb file

template, forming the complex (modeand).

2.2.2 BK channel



The threedimensional structure of the interaction model between the BK channel
subunits (SO, S3 anf84) was modeled by our group in a previous study starting from the
crystal structure deposited in the PDB (c@#B3). The SO portion was introduced through
modeling. The literature suggests that this portion is essential for the function of the channel.

It is noteworthy that this target has as active ligand compounBaR §S 99-4-
(Naphthaleril-yl)-3a,4,5,%-tetrahydre3H-cyclopentag]quinoline-8-carboxylic acid]
synthesized and studied by Ponte ¢t 4] (Figurel).

2.3 MolecularDocking of the conpounds

The structures of the tetrahydroquinoline derivatives shown in Fidunsere
constructed by the PC Spartan Program [30] For the molecular anchoring proceduvas
usedthe Molegro Virtual dockemprogram (MVD) [3135], throughwhich the most prioable
conformation of the ligand receptor/channel was determined. The conformation of the ligand
is identified through energy prediction of its interaction with the receptor/channel.

The binding sites were restricténlspheresvith 8A of radius forthe receptorand 7A
for the BK channel. For best results, tesidue flexibility was kept at1A in the docking
procedure for both protein and BK channel.

Because of the stochastic naturels docking algorithm, there were around 2Mhs
for each compond, resulting in30 poses each (binder conformation and orientatiba
were usedto the analysis of receptor/chantighnd interactions and overlaps with the
binding spot intoeach target.

The best conformation of each ligand was selected accomlitigeir position in the
active site and the energy value. Selected conformations were used for the analysis of

interactions with residues of the active site.

2.4 Molecular dynamics of the compounds

The molecular dynamic simulations were carried out UBMGER [36] package with
the FFO3 nospolarized force field. [37]

Analysis of solvatation in explicit solvent was performed using the model TIP3P
(Transferable Intermolecular Potentials) for water [38] with addition of a cubic boX of 7

distant from théborder of the molecule and Neounter ions for neutralization.



These systems were minimized using Steepest Descent method, unrestricted position
at first, to relieve highly unfavorable comparisons, followed by minimization by conjugate
gradient, which issignificantly slower, however most effective in achieving a minimum of
energy after the serious clashes were relieved.

System optimization then took place by minimizing energy, conducted with 25000
steps, aiming to reduce unwanted contacts between atamgizing the potential energy of
the system. [39] Subsequently the gradual heating from OK to 310K in six steps was
performed for the studied system in order to avoid the formation of "hot spb&d"is,
regions of the system with higly unstable atoms

In Steps 15, there was an increase in temperature of 50k each and the last step 60k
totaling 310K. Eachheatingwas performed with 25000 step$ 0.0008 psof time step
Equilibration wasthen performed with 50000€teps of 0.0008 ps to balance tlgstem at the
new temperaturasing the NVT ensembhlé-inally the production of molecular dynamics in 6
series was held, withtime step of 0.0008, totaling 16,nssing the NPT ensemble.

After the further molecular dynamics analysis for each systen,ei¢agy graphics,
temporal and spatial standard deviation and hydrogen bonds formed and maintained along the
dynamicswill be generated. In addition, frames were extracted at set intervals along the

dynamics to analyze and compare the dynamic behaveaatf ligand in each active site.
3. Results and discussion
3.1Homology modeling
The sequences of the monomeric primagEcR and template were aligned using
the BLAST server. [40, 41] After alignment (Figure 2), we observed that the target receptor

showed 74.8% sequence identity with the template receptor. These results are valid, since

according to the literature [42], reliabi@odelshave identical valuegreater than 25%.



1R1K 1 VPPLTANQKSLIARLVWYQEGYEQPSEEDLKRVTQTWXXXX¥XXXDSDMPFRQITEMTILT
AsECR 1 IPLLTANQMAVIYKLIWYQDGYEQPSEEDLKRI-MIGSPNEEEDQHDVHFRHITEITILT
* EEEEX * S i e S e o e e e o o e e i i * o S e e S i i i
1R1K 61 VQLIVEFAKGLPGFAKISQSDQITLLEACSSEVMMLEVARRYDAATDSVLFANNQAYTRD
AaEcCR 60 VQLIVEFAKGLPAFTKIPQEDQITLLKACSSEVMMLRMARRYDAATDSILFANNRSYTRD
El e e e e e o e e e e S S b S S i e b e e e e e e e e e e e e e S e e e e ol o e e S i e o bl e e
1R1K 121 NYREAGMAYVIEDLLHFCRCMYSMMMDNVHYALLTAIVIFSDRPGLEQPLLVEEIQRYYL
AaEcCR 120 SYRMAGMADTIEDLLHFCRQMFSLTVDNVEYALLTAIVIFSDRPGLEQAELVEHIQSYYI
o S e ol e e e ol e o o S S ol S e i o o e e e ol e e o e e e e ol o *x® *% %
1R1K 181 NTLEVYILNQNSASPRCAVIFGKILGILTEIRTLGMQNSNMCISLELKNRELPPFLEEIW
AaEcCR 180 DTLRIYILNRHAGDPKCSVIFAKLLSILTELRTLGNQNSEMCFSLELKNRELPRFLEEIW
ol o e o S e - S S S e i i S i e S i S e S e e e e e i e e S o e o i i
1R1K 241 DV
AaEcCR 240 DV

**

Figure2. Simple alignment betweekaEcR and 1R1K

The Ramachandranqil generated during validation of theEcR model showed
100% of receptor amino acid residues in favorable patterned regions (Bijgwieich is
suitable for models generated by homology. Regarding the properties of the main chain of the
modeled receptorpad contacts or alpha carbon distortions or problems involving the
hydrogen bond energies were not found. In addition, distortions of torsion angles of the side
chains wee not observed. The results of all other tests on the link to validate structures
avdlable in PDB (http://www.rcsb.org/pdb) were consistent with the expected vidues

good model by homology.
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Figure 3. Ramachandran Graph &faEcR. The most favorable regions are shown in red,
yellow allowed in the generously allowed in light yellawd not allowed in white.



After the overlay target receptor withhe template receptor (Figure -1S
Supplementary Material), it was possible to obseriRMSD (Root Mean Square Deviation)
value equako 0.84A, showing the major sequence similarity betweeget and template

receptor.

3.2 Docking validation

The redocking resultior hormone 20E in théaEcR active site and compound Z in
the BK channel active sit@re shown in Figure 2S (s&aipplementary Materipl The RMSD
found was 1.08A and 1.26A, msctively. Whereas the literature reports that RMSD values
under 2.00A valuesire acceptable [4385], these results validate the docking protocol that

was used for the calculations.

3.3 Molecular dockingin the ecdysone receptor

Figure 3S Gee Sipplementary Material) shows the three dimensional structure of the
ecdysone receptor obtained by homology modeling, wheré-tiadices are shown in red, the
ligand (hormone 20E) in yellow and tlmopsare represented in gray

The volume of thé\aEcR active site cavity calculated by MV[31]was 74.59A. The
theoretical results of the molecular docking of the ecdysone receptor were evaluated and
compared to the experimental data describedPali et al [24] and Smith et al[25] The
poses generatedy lwocking were compared the 20E hormone from the crystal structure
deposited in the PDB. The energies of the intermolecular interadtierligandreceptor

interactionandhydrogenbindingwereestimatedare reportedch Table 2.



Table 2. Values of [EGCso [pEGse=-l0gEGo(M)] (Palli et af* and Smith et &),
intermolecular interaction energy (kcal ipreceptor/ligand and hydrogen bond (kcal Mol
obtained from the docking.

Hydrogen

Compound PECso pE. | * binding
energy *

Hormone 20E - -199.61 -18.78

1 6.34 -161.94 -4.01

2 5.65 -150.18 -5.00

3 5.50 -149.01 -5.00

4 5.30 -146.08 -5.00

5 5.22 -143.03 -3.81

6 5.06 -140.35 -5.00

* Intermolecularenergy interaction

By analysingTable 2it is possible to conclude that the theoretical resuitisined
from the AaEcR docking procedure arén good agreemen{R?=0.98) Figure 4S -
Supplementary Material) with the experimental data describdtabhiyet al [24] and Smith et
al. [25]

The redocking of the 20E hormone was performed to obtain a Insaee this
compoundactsin the course of the ecdysone receptor. It features the most stable energy (
199.61 kcal mot) compared to the others. This favorable result is due to the increased
number of hydrogen interactions (Table 3) that this compoarded with the receptor site.
The Compounds 1, 2 and 3 areofe that showed the most promising energy values and

Compound &heless favorable-(40.35 kcal mot).



Table 3. Values of angle length A) the hydrogen interactions, energy of hydrogen
interactions (kcal md) and amino acid residues with which the interactions are formed
between the compound and the receptor studied.

Compounds Connection Hydrogen Amino acid
Length bond erergy residues
2.63 -2.50 Glu23
3.08 -2.50 Glu23
2.68 -2.47 Thr56
Hormone 20E 2.09 -1.84 Arg96
Re-docking 2.60 -2.50 Arg100
2.67 -2.50 Alalll
2.93 -2.01 Tyrl21
2.71 -2.07 Asn217
1 3.05 -2.50 Thr56
3.26 -1.51 Tyr121
2 2.61 -2.50 Thr56
2.96 -2.50 Tyrl21
3 2.71 -2.50 Thr56
2.83 -2.50 Tyrl21
4 2.75 -2.50 Thr56
3.08 -2.50 Tyrl21
5 2.84 -2.50 Thr56
3.35 -0.97 Tyrl21
6 2.60 -2.50 Thr56
2.84 -2.50 Tyrl21

According to the results described in Table 3, all compoundsiestushowed
interactions with Thr56 and Tyrl21 residues, which were also observedthetROE
hormone (besides others: Glu23, Arg96, Argl00, Alalll and Asn217) (HMQurEhese
residues are certainlgontribute to the stabilizatioof the compoundsn the ecdysone
receptor binding sitéWe also verifiedif other interactions are present, such as electrostatic,

but none wereobservedvith significant energy values.



ASN
E:112

ILE
E:130 e ALA

E:52 E:111
PRO
E:25
THR
E:56
/] LEU
E:62
NG L
/// > I -
_— ~ il
H Q | ot
\ p H
H
4 &
E:239 H S
MET LEU GLU
ASN / h
&2l < €135 ARG = GLN
TYR ILE PHE 1 E:24
E:121 Eo3 E:110 D :
R < MET
{cv E:97
THR LEU A
E:53 E:235 €10 o
{t}
MET E:100
E:93 i

Figure 4. Hydrogen Interactions observed between the hormorey@®xyecdysone (20E)
andAaEcR.

We also analyzed the accommodation of compounds within theptaaceavity.
Through Rgure 5(a), it can be inferred that all of the compounds followed the same trend as
well as beingaccommodated inside this cavifter that, the -" stackinginteractions were
also analysedAfter analysis it was observed that there is a possible interaction with Phel110
amino acid residue that contributés an extra stability, which was observed with all
compounds (1 to 6) (Figutgb)).

Phell0

(a) (b)
Figure 5. (a) All test compounds within the cavity. (b) Possible interaction stacking
between Phel10 and the compounds under study
Our findings have highlighted Compound 1wich presenting the most promising
results (Table 2) for both experimental and theoretical (energy values). Their interactions are

detailed in Figur&S (Supplementary Material).



The difference in energy values could not be explained taking into account only the
docking results. It is noticeable that hydrogen interacticaalene, do not explain this
difference. Thus, the molecular dynam{84D) results which will be discussed later, could,

in principle, be usefull for that rationalization.

3.4 Molecular dockingin the BK channel

Figure6S showshe threedimensional structure of the interaction model between the
BK channel subunits (SO, S3 and S4)enhtheUrhelices are shown in red, the patterned SO
subunit (+helix) in orange, thé-sheet inblue and the loopare representeid gray.

The volume of the cavity of the active site of the BK channel calculated by YD
was 67.07AThe theoreticatesults of moleculadockingin the channel were evaluated and
the poses generated were compared with active ligan@ih& intermolecular interaction
energies, such as hydrogen bond and electrostatic engrgieschannelvere calculated and
are repormd in Table 4.

Table 4. Interaction (kcal mol'), electrostatic, longange electrostatic (kcal ml and
hydrogen binding energy values as well as bond length values (A) and main amino acid
residues responsible for the interaction between compoundbe@ntannel.

Compound PE . | ® %Iet* oY) EfiLong* Hglggolggn C(I)_nnection A;T:Iigo
energy ength residue

1 -138.83 -0.36 -0.07 -2.50 2.65 SO
2 13768 200 183 0.44 2.13 Gln215

-2.50 3.07 SO

3 -113.12 0.16 0.14 -0.93 3.41 SO
-0.15 3.31 GIn215

4 -141.92  0.39 -0.30 250 276 S0

5 -139.11 -0.01 -0.18 -2.08 3.18 SO

6 -127.06 0.74 -0.53 -1.78 3.24 SO

* Energy intermolecular interaction
**Electrostatic Energy r<4A between the protein and the ligand (EElect)
*+ Electrostatic Erergy r>45A between the protein and the ligand (EElectLong)

As shown in Table 4Compound 4stands outwith respect to the energy values,
followed by 5 and 1. Note also that all of the compounds anchored in the channel have an
interaction with an amino c& present in the SO portion (Figui® 1 Supplementary

Material). These interactions wittihhe SO portion seem to be actively contributing to the



stabilization of compounds within the channel. Moreover, these interactions with that portion
can therebyead to changes in channel fummn and damage tAedes aegyptsince according
to the literaturg22] SO is responsible for the function and expression of the BK channel

It can also bebserved in Table 4 that in most cases, lower interaction energy values
are accompanied by lower hydrogen bond energy values. In this case, it can be inferred that
the hydrogen interactions are contributing to compaitadilizationin the channel active site.

We canalso point out thaCompounds 2 and 4 can also perform akventeraction
with amino acid residue GIn215. This feature belongs to the S4 portion responsible for the
channel voltage. This interaction may influence the normal operation of the channel. In
addition to those mentioned, there were no significant iniereccwith other amino acids.

Electrostatic interactions have also been observed in the docking study and are
represented in Figui@
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Figure6. In electrostatic interactions of the studied compounds. In green are the negative and
red positive interaabins.

It is known that electrostatic interactiongh the polarization and van der Waals force
fundamentally contribute to the intermolecular interactions [46]. These interactions observed

in our study can contribute to an extra stabilization of the camg insidehe channel.

3.5Molecular dynamics simulations on targets

After the docking studies on the ecdysone receptor, all compounds were subjected to
molecular dynamics simulation in order to analyheir behavior in the interior of the
receptorand compare it with the docking results, thereby obtaining information for proposing
a new potential insecticide.

One of the most common measures to assess the protein behavior along the simulation

is the quantification of the structural deformation coragaio the initial reference point. This



assessment is done by RMSD (Root Mean Square Deviation). In this sense, RMSD analyses
were made with different focuses to make it possible to evaluate the behavior of different
regions and not justf thewhole.

TheRMSD graphs were generated with reference to the following groups of atoms: all
atoms; only the alpha carbon atoms; only the binder atoms; and finally the ligand atoms and
the amino acid atoms considered as belonging to the active site of the recef®M$Drof
alpha carbons see Supplementary Material).

Regading the ecdysone receptor, Figufeeports the tempor&&MSD results. These

calculations were performed on all atoms of the commexlf simulation timel6ns.
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Figure 7. DRMQ versusTime for the simulation of compounds 1, 2, 3, 4, 5, 6 and 20E
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Based on the analysis of RMSD bindingFagures 1, 3, 6 and the 20E hormone, it
can be concluded that they meét trequirement proposed in the literature [47] which
suggests that an ideal RMSD variation is not greater tdanF8rthermore, there was an

abrupt variation compared to other systems. These compounds seem to be better
accommodated in the active site od ttcdysone receptor

Among all resultsCompound 3 deserves special attention. As can beisdggure
7, the RMSD tends to stabilize in the first nanoseconds, not exceeding 0.75A. This result
suggests that there is a good interaction between the eedysoeptor and this compound,
which settles well in the active site cavity for the simulated time, showing system
stabilization.

It is also worth noting thaCompound 3 stabilizes in less time tither 20E hormone
(model) and has less variation over timdowever, the total energy (Figur8S -
Supplementary Material) was higher than all other stusljstiems (arouneés4375 KJ mot)

(see FiguresS to BS - Supplementary Material). In all other graphics (2, 4 and 5), it is
possible to see a greater vaoatof RMSD values resulting in a netabilizzd system during
the simulation time.

It is important to note that the active site do not show large structural modifications,
which indicate that, despite the behavior of the ligands that have major chamgesos 2,

4 and 5), the structure of the binding spot is well defined, suggesting that the contributions to
the activity is only due to the prototype compounds itself.

By analyzing of pharmacophore maps (Figués 1o BS-Supplementary Material)
obtainal after the dynamic, it can be inferred that the hydrogen interactions are not the only
interactions responsible for the molecule stability differen@ehich is consistent with the
docking results. It should be kept in mind that in the docking studylgerved only
hydrogen interactions and possilglep stacking interactions. Besides these, in the MD
simulationit was also possibl® observe other interactions.

From the pharmacophore map, it can be inferred that the Compounds 2, 3 and 6
show p-p stackirg interaction with Tyrl21 amino acid residue (Supplementary Material),
which can contribute to the stabilization of the studied compound inside the receptor. In
addition, six hydrogen interactions were observed betwker20E hormone and protein
(Figure BS1 See Supplementary Matepialith the amino acids Glu23Thr56, Alalll,
Tyrl21, Asp217. Compound 3 also presents an interaction with Lé&idfl@e 8(a)) For the

other compounds no hydrogen interactiaftngthe dynamicsimulationwas observed. Ther



werealso interactions between fluorine atoms present i€drapounds 1 (Figur8(b)) and 5

(Figure20S- Supplementary Materialyith the protein.
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Figure 8. (a) Map pharmacophatter the dynamic of compounds 3 and 1 (b).

It is noteworthy thathe unavailability of the complete structure of the BK channel
and informationas to itsmodeing resulted in notrealization of molecular dynamics studies

in this target.

4. Prototype pesticideproposal



For proposing new structures, two compounds veetected as a starting point. The
selection was promoted based on the experimental and the theordockings and
molecular dynamics) results in both treceptorand the channel. The selected compounds
were 1 and 3. These compounds have excelledtimthogets and as one of the objectives of
this work is to propose a new compound with both actions, laalieidd adulticiél, they
were chosen.

According to Tables 2 and 4Compound 1 showed significant intermolecular
interaction energy values compatedhe other compounds both on the poeand channel.

It is noteworthy that other compoundi&e 4 and 5 showed energy values even lower than

the 1 in the channel, but this difference is not as significant asngngy value fod in the
recgptor. Thus this compound was selected as the starting point for the formulation of new
structures. DM results in the receptor suggest that this compound is well anchored (stable) in
the active site of the target.

However, @mpound 3 showed a significant diffecenbetween the values observed
in the docking of theeceptorand the channeln thereceptordocking it presented one of the
most favorable results, because of the less favorable channel. Thus, this compound was also
selected to be analyzed, ands verfied that promotes this stability difference guiding us
also to key positions in the structure of a good insecticide. It is noteworthy that this compound
was that whichstood out in the results &MSD in MD simulations on theeceptor

Initially, a structiral analysis was performed of all compounds studied (1 to 6) to
select some important information to be used in modificatio®@oaipounds 1 and 3.

When comparing Compounds 1 andFgurel), for example, ican be seethat their
structures differ onlyn the substituenait the R, position 1 (R=CF;) and 5 (R=CH) (Figure
9), but it is possible to notice a significant difference inE&@lues [48] It is the same occurs
with Compounds 2 (R=CI) and 4 (R = @HTherefore, this position was selected to carry out

the modifications aiming to develop other possible new insecticide target groups (Figure 9).



Positions 1 3
Figure 9.Important points in té structure of a derivative of tetrahydroquinoline. Adapted:
Kitamura et al. (2014) andniportant positions, compounds 1 and 3 and their respective points
for modification.

QSAR studies by Kitamura et al. [49] reinforce amenclusions anghow valuable
information for the molecular design of new compounds derived from tetrahydroquinolines
and presenting insecti@taction (Figure9). Among several points reportedur findings
highlight thatthe R, position, is essential to promote power in larvicidzhaty .

Furthermore, it was also observed that the fluorine halogen contributes strongly to the
experimental and theoretical results, which can be noticed by comparing Compounds 3 and 6
(Figurel), for example, where 3 has the F in thep@sition and R (Figure9) and 6 has the
same positions iRCHz group, and the difference in results is significant. This reinforces our
choiceof 1 and 3 adnitial structures for modification.

Table 5 presents the changes made and their intermolecular interactioy waiees
obtained after the docking of the change madeStiuctures 1 and 3. The following

modifications were used in groups§:, -CFs, -CHg, -Cl, - NH, -CH,CHs.



Table 5. Changes performed and estimated values of the intermolecular interaction energy
(kcal mol*) obtained in anchoring for the ecdysone receptor and BK channel

Compound AaEcR . BK Channe_l1 R
I.LE. (kcal mol™)* I. E. (kcal mol)*

3 -149.02 -113.12 H
JG1** -166.10 -157.28 F
JG2** -185.47 -144.20 CF;
JG3** -164.27 -106.16 CHs;
JG4** -17169 -130.53 Cl
JG5** -167.54 -106.32 NH;

1 -161.94 -138.83 CR;
JG6** -114.84 -110.01 NH;
JGT7** -106.51 -138.00 F
JG8** -148.40 -125.51 CH.CH;
JGO** -103.34 -108.06 Cl

* |.E.: Intermolecular energy ** Novel compounds proposed.

The changes made in ttsructure of the compound 1 resulted in JG6 the JG9
structures. It is important to note that there was a significant increase in the energy of
interaction of these compounds in both targets under study. With this, once again it was
proven the importancef the Ck; group in position R.

The modificationsmade inthe structure of the compoundr8sulted in compounds
JG1 to JG5Through the study iMaEcR noted that all groups inserted the position R
contributed to an increase in the stability of the compsuformed in the study at the
receptoy these values even lower than the compound 1 which was the most promising
experimentally and theoretically. In the anchoring in the channel, it was observed that the
modification with substituents F, Cl and £promded a significant reduction in energy
values which would certainly influence the increased stability of these compounds on BK.

Based on this, we can highlight the results of JG1 and JG2 compounds with promising
chances synthesis and subsequent biologesal Among these stands out the JG2 for further
analysis through molecular dynamics simulations, since both results presented in both the
modification of compound 1 as the 3 became evident the importance of {lpec@p at the R
position and this was canfned by significant interaction energy values. Furthermore, as the
objective is to propose a compound with both actions, larvicide (acting in ecdysone receptor)
and adulticide (acting on BK), this compound satisfy the objective of the work.

About anchorig study inAaEcR, JG2 presented two strong hydrogen interactions.
One to Thr56 .50 kcal mof) and the other with Tyr12:Z.50 kcal mot) residues (Figure

24S1 Supplementary Material), the same interactions observed in compounds 1 to 6. In the



BK this same compound also conducted two interactions, str@50(kcal mot) with
Tyr203 and aveak(-0.13 kcal mot) with the GIn215 residuéote that these two residues,
Tyr203 and GIn215 are part of the S4 portion of the BK channel. These interacagns m
influence the control channel voltage and consequently causing an abnormality in the
operation of tis channein Aedes aegypti

It is noteworthy that the interaction with Tyr203 was not observed in any of the studies
with Compounds 1 to 6 (Table 4). Ui, this is contributing to greater stability of the
proposed compound in the BK channel. FiguéS ZSupplementary Materiapresentshe
RMSD graph resultindrom the MD simulation inthe ecdysone receptor.

One can infer that the result meet the requaethproposed in the literature. The value
is only 2.5A, butthere isno stabilization in simulation time. Figurés® (Supplementary
Material) shows the total energy value for simulation with JG2. It was obsénaethe
values obtained for other compoundgs very close to (around-64375 KJ mof
Supplementa Material) excepCompound 3, which had a value of arou8d375 KJ mot.

After the dynamic it was possible to see that the JG2 (Figure 10)cdmelg-p
interaction stacking with Phell0 amino acwdhich has been indicated as a possible
interaction in thedocking calculations. Surely this interaction is contributing to greater
stability of these compounds.

Furthermorea hydrogen interaction was observed with the interaction of Arg96 and a
fluorine compound added to the amino acid Met220. So these interactions can explain the best

energy valuesdpcking presentedn theproposed JG2 compound.



Figure 10. Map pharmacophore after dynamiG2.

It is noteworthy that it was not possible to perfodynamics studies inthe BK

channel due to neavailability of the full channel structure.

5. Conclusions

Due to the high sequence identity between the mold receptor and target, it was
possible to build a consistent model for tkaEcR three dimensiah structure. This modeled
receptorallow the realization of the dockingrocedure®f this study whose results showed
that Compound 1 is more stable ds site thanthe other compounds, which explains its best
ECso value and consequently its action asimasecticide. RMSD results of this compound
confirmed its stability within the ecdysone receptor.

In the dockingresults forthe channelCompound 4 standsut in theoretical results,
followed by Compounds 5 and Compound 3 presents the least favorablsults. However
Compounds 1 and 3 were selected as the starting point for the design of new structures
because both compounds present good results for both targets. Compound 3 revealed a
significant difference energy values and formed the rsiadtle conplex (RMSD values) with

the protein during the simulation time.



