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RESUMO

Os mosquitos de género Aedes sdo transmissores de doengas virais, chamadas de arboviroses, tais como a dengue,
febre amarela urbana, chikungunya e zika. Tais doengas provocaram uma infestacao, causando epidemias no estado do
Rio de Janeiro onde em 2021 foram diagnosticados mais de 800 mil casos dessas doengas. O mosquito Aedes aegypti
possui em sua saliva uma proteina chamada fXa, sendo esta, a responsavel por atuar como anticoagulante nas pecas
bucais do inseto durante sua alimentagdo, mantendo o fluxo sanguineo e evitando a coagula¢do. A descri¢do bioquimica
desta proteina é importante para entender se no caso desta espécie de mosquito ocorre alguma modificagdo que
favorega a a¢do desta proteina. Para tanto foram utilizadas ferramentas de bioinformdtica para uma andlise basal e
bioquimica desta proteina, atrelado a uma revisdo de sua a¢do. O Servidor ExPASy é um portal da Swiss Institute of
Bioinformatics (SIB) que consiste em um banco de servidores com um conjunto de informagdes moleculares de cadeias
peptidicas (proteinas) além disso disponibiliza varios recursos cientificos, bases de dados e ferramentas informaticas,
em diferentes areas cientificas. Este trabalho utilizou uma abordagem in silico com auxilio de servidores presentes no
portal ExPASy, para tal a sequéncia de aminoacidos de fXa foi coletado na base de dados proteico UniProt. Apds essa
coleta a sequéncia linear de aminoacidos foi confrontada com os servidores ProtoParam e o servidor Swiss-Model para
a descrigdo de informagGes como indice-Gravy, porcentagem de aminoacidos, indice alifatico, meia vida presuntiva da
proteina in vivo e a sua modelagem tridimensional também presuntiva. Como préximos passos, o grupo devera
confrontar esses dados com proteinas homdlogas em outros seres vivos, sendo assim a comparagdo bioquimica e
funcional podera ser realizada com mais precisao.

Palavras-Chave: proteina fXa, Aeds aegypti e coagulagdo sanguinea

ABSTRACT

Mosquitoes of the Aedes genus are transmitters of viral diseases, called arboviruses, such as dengue, urban yellow fever,
chikungunya and zika. Such diseases caused an infestation, causing epidemics in the state of Rio de Janeiro where in
2021 more than 800 thousand cases of these diseases were diagnosed. The Aedes aegypti mosquito has a protein called
fXain its saliva, which is responsible for acting as an anticoagulant in the insect's mouthparts during feeding, maintaining
blood flow and preventing clotting. The biochemical description of this protein is important to understand if, in the case
of this mosquito species, there is any modification that favors the action of this protein. For that, bioinformatics tools
were used for a basal and biochemical analysis of this protein, linked to a review of its action. The ExPASy Server is a
portal of the Swiss Institute of Bioinformatics (SIB) consisting of a server bank with a set of molecular information on
peptide chains (proteins). scientific. This work used an in silico approach with the help of servers present in the ExPASy
pportal, for which the amino acid sequence of fXa was collected in the UniProt protein database. After this collection,
the linear sequence of amino acids was confronted with the ProtoParam servers and the Swiss-Model server for the
description of information such as Gravy-index, percentage of amino acids, aliphatic index, presumed half-life of the
protein in vivo and its presumptive three-dimensional modeling. As next steps, the group will have to compare these
data with homologous proteins in other living beings, so that the biochemical and functional comparison can be carried
out with more precision.

fXa protein, Aedes aegypti and blood coagulation
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INTRODUGCAO

Os mosquitos de género Aedes (DIPTERA:CULICIDAE) podem ser transmissores de algumas doencas virais,
chamadas de arboviroses, tais como a dengue, febre amarela urbana, chikungunya e zika (Beeb et al., 2010). Os
mosquitos sdo encontrados em todos os estados do Brasil, sendo a temperatura ambiente, em torno de 25-30°C
considerada a temperatura 6tima para o desenvolvimento da sua larva, abaixo ou acima destas temperaturas, o Aedes
diminui sua atividade, podendo abaixo de 5°C ou acima de 42°C o desenvolvimento ser impossibilitado (Prefeitura de
Porto Alegre., 2023). A temperatura, junto com outros fatores interfere no desenvolvimento e na reprodugdo do
mosquito, e consequentemente os casos podem reduzir ou por conta desses fatores. Dentre esses fatores destacam-se
guantidade de agua disponivel, umidade do ambiente e as proteinas dos mosquitos, este ultimo fator preponderante
para o desenvolvimento que, inclusive remete a evolugdo da espécie (Nowak et al., 2018). Desta forma, o periodo do
ano com maior transmissdo ocorre nos meses mais chuvosos. O acumulo de agua parada contribui para a proliferacao
do mosquito e, assim, para a maior disseminagdo da doenga.

Tais doengas provocaram uma infestagdo, causando epidemias no estado do Rio de Janeiro e também no Nordeste no
ano de 1986 e os dados de infestacdo principalmente de dengue sé cresceram. Apenas no ano de 2003, foram
notificados mais de 450 mil casos de dengue nas Américas. Sendo mais da metade dos casos provenientes do continente
Sul americano, onde se concentram 80% dos casos de dengue hemorragica. E no ano anterior foram detectados 800 mil
casos apenas no Brasil (Valle et al., 2007).

Desde o inicio dos anos 70, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) esta envolvida, de maneira bastante ativa, no
desenvolvimento e na promogdo de estratégias de tratamento e controle da dengue, uma das doengas mais destacadas
transmitidas pelos mosquitos de género Aedes. Com a Fundacdo Rockefeller, na primeira metade do século XX, foram
realizadas intensas campanhas nas Américas. Entre os anos de 1923 e 1940, essa Fundagao atuou contra a febre amarela
nas cidades litoraneas do Nordeste, assim como em outros paises (Valle et al., 2007).

No continente americano grandes medidas foram tomadas em parceria com a OMS, como o Programa de Erradicacgdo
do Aedes aegypti no Hemisfério Oeste. O Brasil também teve participagdo nesse programa em 1955, e no ano seguinte
foi fundado o Departamento Nacional de Endemias Rurais (DENERu). Em abril de 1990, também foi criada a Fundacgdo
Nacional de Saude (Funasa) tal organizagdo ficou responsavel pela coordenacdo das agGes de controle da dengue. No
Brasil, juntamente com outros paises, como Austrdlia esta ocorrendo o projeto denominado “Método Wolbachia: uma
estratégia poderosa para o controle de arboviroses”. Com este projeto estuda-se a liberacdo de mosquitos Aedes
aegypti juntamente com a bactéria Wolbachia, que previne que os virus da zika, dengue e chikungunya se desenvolvam
neste mosquito, o que pode ajudar na redu¢do da transmissdo dessas arboviroses. 60% dos insetos tém a bactéria
contudo n3o pode ser encontrada naturalmente nos Aedes aegypti (MINISTERIO DA SAUDE., 2021).

O mosquito Aedes aegypti possui em sua saliva uma proteina chamada fXa, sendo a fXa (factor Xa-directed)
responsavel por atuar como anticoagulante nas pecas bucais do inseto durante sua alimenta¢do, mantendo o fluxo
sanguineo e evitando a coagula¢do. Sendo assim, a inibicdo dessa proteina poderia, em teoria, acarretar dificuldades
para o mosquito se alimentar, uma vez que sem ter essa molécula anticoagulante, os fatores de coagulagdo poderiam
agir de forma mais rapida, desfavorecendo a acdo do Aeds (Stark et al., 1995; Termignoni et al., 2003).

Dada a importancia dessas arboviroses para a saude publica, se faz importante o estudo em todas as frentes,
inclusive na pesquisa basica, em que se submete a estudo determinadas proteinas, enzimas e outras moléculas com
acGes especificas tanto nos virus quanto no proprio mosquito se fazem necessarias, objetivo desse trabalho.
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MATERIAIS E METODOS

Para detecgdo e busca das sequencias de fXa foi utilizado o servidor Uniprot (https://www.uniprot.org/), sob a palavra-
chave “fXa AND Aeds aegypti.

Ap6s a selegdo da sequéncia, esta foi submetida ao servidor ExPASy, que é um portal da Swiss Institute of
Bioinformatics (SIB) (http://www.isb-sib.ch/). Esse banco de dados possibilita o acesso a todo um conjunto de
informagdes moleculares de proteinas além do que disponibiliza varios recursos cientificos, bases de dados e
ferramentas informaticas, em diferentes areas cientificas. Esta sequéncia também foi submetida ao servidor Swiss-
Model, para presunc¢do da sequéncia tridimensional dessa proteina.

RESULTADOS

Abaixo, na figura 1, demonstramos a sequéncia completa de aminodcidos da proteina coletada no uniprot, sob o nimero
de acesso 076292 _AEDAE:
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Figura 1: Sequéncia linear de aminoacidos da proteina fXa de Aeds Aegypti sob o nimero de acesso 076292 AEDAE.

Pelo Servidor Expasy foi submetida a sequéncia para a coleta das informacGes de primarias da proteina,
conforme descrito abaixo:
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http://www.isb-sib.ch/

Numeros de Aminodcidos: 415
Peso molecular: 47771.30
Pl tedrico: 9.29
Composi¢cao de Aminoacidos:

Ala (A) 24 5.8%
Arg (R) 22 5.3%
Asn (N) 19 4.6%
Asp (D) 22 5.3%
Cys(C) 6 1.4%
Gln(Q) 21 5.1%
Glu (E) 16 3.9%
Gly (G) 17 4.1%
His(H) 8 1.9%
lle(l) 24  5.8%
Leu (L) 39 9.4%
Lys (K) 28 6.7%
Met (M) 17 4.1%
Phe (F) 31 7.5%
Pro (P) 20 4.8%
Ser(S) 36 8.7%
Thr(T) 21 5.1%
Trp (W) 5 1.2%
Tyr (Y) 15 3.6%
Val (V) 24 5.8%
Pyl(O) 0 0.0%
Sec(U) 0 0.0%

Composi¢ao atomica:

Carbon C 2165
Hydrogen H 3356
Nitrogen N 570
Oxygen O 604

Sulfur S 23

Formula: C2165H3356N5700604523
Numero total de atomos: 6718
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Meia Vida estimada
O terminal N d sequéncia considerada é M encontrado (Met.
A meia Vida estimada é de 30 horas (reticulécitos de mamiferos, in vitro, 20 horas (levedura, in vivo). 10 horas
(Escherichia coli, in vivo).
indice de instabilidade
O indice de instabilidade (II) é calculado em 40,40

Isso classifica a proteina como instavel.

Grande média de hidrociéncia (GRAVY): -0.190

Pelo Serviodor Swiss-Model, foi realizada a modelagem tridimensional da proteina, conforme demonstrado na
figura 2.

Figura 2: Modelagem tridimensional da proteina fXa em que cada cor representa uma sequéncia tercidria ou quaternaria
de aminoacidos, formando folhas alfa, cores laranja, amarelo e vermelha e folhas beta, cores azuis (todos os tons) e
verde (todos os tons)
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DISCUSSAO

A pesquisa bdsica que descreve uma proteina, ou uma molécula singular é de extrema importancia, pois pode ser o
ponto de partida para um novo tratamento, ou uma nova profilaxia. Portanto estudos como o nosso se fazem
necessarios para o melhor entendimento dos agentes infecciosos e suas caracteristicas moleculares.

Tendo essa perspectiva, descrevemos as informacdes mais basicas sobre a proteina fXa, que funciona como
anticoagulante na picada de mosquitos Aeds aegypti, essa acao pode ser preponderante para o sucesso na entrada dos
virus arbovirus nessas picadas, pois o sangue sem coagular, inibe a linha primaria de defesa que é a constituicdo da pele
como barreira fisica e por consequéncia a coagulacdo do sangue em casos de trauma dessa barreira, que em condi¢Ges
normais aconteceria em torno de 5 a 15 minutos (Maji et al., 2018). Entender se esse processo, pode ser interrompido
com essa substancia anticoagulante pode ser determinante para, no futuro o desenvolvimento de um novo repelente
para o mosquito, por exemplo.

Essa proteina demonstrou ter uma meia vida curta, em torno de 10-30 horas, porém é tempo suficiente para causar um
disturbio na coagulacdo a ponto do virus entrar e ir ao local de infecgdo celular. Essa proteina demonstrou ter um ponto
isoelétrico tedrico de 9.29, em resumo o ponto isoelétrico dita o pH em que as proteinas estdo com sua carga neutra.
Contando que o pH do sangue é levemente basico (em torno de 7.4) (Boender et al., 2016), a entrada de uma proteina
com pH muito mais bdsico, como é a fXa pode causar um disturbio nessas interagdes.

Cabe ressaltar que o indice Gravy foi negativo, que demonstra a chance da proteina, in vivo, ser hidrofdbica (caso o seu
numero para este indice seja negativo). Sendo assim esta proteina provavelmente tem uma agdo bem local no momento
da picada, pois com as regiGes hidrofdbicas expostas, a agua presente no sangue, essas proteinas nao teriam agdo. Isto,
junto com o indice de instabilidade refor¢a que provavelmente o mosquito produz uma quantidade muito grande desta
proteina para acdo local porque além de ter regides que repelem dagua (hidrofdbicas) sdo instdveis e tem vida
relativamente curta.

Reforgamos que trabalhos como esse precisam ser incentivados e produzidos é com esses entendimentos que podemos
andar para novos produtos. Nessa linha, nosso grupo sugere que proteinas fXa de outros mosquitos sejam coletadas
dos bancos de dados para que possa haver o efeito comparativo.
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