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O mosquito Aedes aegypti € um dos vetores da febre amarela e o principal vetor da
dengue. Em 2010, Vital e colaboradores demonstraram a notével relacao entre fases
marcantes do desenvolvimento embrionario dessa espécie com processos distintos
do metabolismo energético. Neste trabalho, prop6em-se um entendimento mais
aprofundado da relacdo entre o metabolismo redox e o energético nestes embrides.
Portanto, nosso grupo de pesquisa investiga o metabolismo redox durante o
desenvolvimento embrionario do mosquito A. aegypti para identificar enzimas que
participem criticamente da manutencdo desses processos citados anteriormente e,
assim, estabelecer novos possiveis alvos moleculares para o desenvolvimento de
drogas que controlem estes mosquitos. O sistema Tioredoxina (Trx) € ubiquo entre
0S organismos e representa um dos sistemas enzimaticos mais importantes de
regulacdo redox celular. Ele esta envolvido na regulacdo de numerosos processos
metabolicos e na transcricdo de alguns genes, além de participar das defesas
antioxidantes. Dentro deste contexto, este projeto tem por objetivo produzir a Trx e a
TrxR recombinantes e em grande escala para realizar sua caracterizacao cinética e
estrutural. Para tanto, a clonagem de sua ORF ocorreu da seguinte maneira: 0 RNA
total foi extraido de embrides com 24 h de desenvolvimento; Em seguida, 0 RNA
total foi transcrito para cDNA; A regido codificante da Trx possui 321 bases; Esta
regido foi amplificada por PCR e usando primers especificos. Em seguida, o
amplicon foi purificado e ligado ao vetor de clonagem pGEM-T Easy (Promega,
USA) e sequenciada em ambos os sentidos. Ambas as enzimas foram inseridas no
vetor de expressao procarioto pCold-TF DNA (Takara, Japdo). Este vetor de
expressao possui uma regido promotora responsiva a baixas temperaturas (15 °C)
além de conter uma proteina de fusdo (TF) que se liga aos ribossomos procariéticos
aumentando a solubilizacdo da proteina recombinante. Infelizmente, durante os
ensaios de expressado, as enzimas superexpressas ndo apresentaram atividade. Em
funcdo disso, estamos sub-clonando ambas as sequéncias em uma nova versao
deste mesmo vetor de expressao a frio, mas sem a proteina de fusdo. Os proximos
passos deste trabalho incluem a inducdo de expressdo, a purificacdo e a
determinacdo dos parametros cinéticos de ambas as enzimas, além de desafiarmos
esse sistema com outros substratos oxidados.
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