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ROMAO, Tatiany PatriciaBase molecular da interacdo da toxina Bin ddoBacillus
sphaericuscepa 2362 coma-glicosidases de larvas de culicideos vetorea01Q Tese
(Doutorado em Saude Publica) — Centro de PesgAgsu Magalhdes, Fundacdo Oswaldo
Cruz, Recife, 2010.

RESUMO

O principal fator larvicida d8acillus sphaericugBs) para culicideos € a toxina binaria (Bin),
produzida sob a forma de um cristal, durante aretggfio. Esta toxina, ativada por meio da
acao de proteases no lumen intestinal, reconhkga-se a receptores especificos no intestino
de larvas por meio de sua subunidade BinB, etafiaacno seu modo de acdo e essencial
para a atividade larvicida. Os receptores@mex pipiens, C. quinquefasciatashnopheles
gambiae,denominados Cpml, Cgml, e Agm3, respectivamentepsglicosidases de 66
kDa ligadas a membrana apical do epitélio intektipar uma &ancora de glicosil-
fosfatidilinositol (GPI). Larvas dAedes aegyptxpressam an-glicosidase Aaml, ortéloga
ao receptor Cgml que, no entanto, ndo apresentxidagde de ligacdo a toxina Bin. O
principal objetivo deste trabalho foi caracteriadnase molecular da interacdo da toxina Bin
do Bscom a-glicosidases em larvas de culicideos vetores. fra sequéncia protéica de
Cgml1 foi alinhada a sequéncias ortdlogas e paréldgée. aegyptie An. gambiaep que
indicou trechos mais conservados na porcdo N-tedreidivergentes na porcdo C-terminal. A
andlise funcional de fragmentos protéicos de 45 KBaporcdo N-terminal de proteinas
ortblogas e pardlogas a Cgml sugeriu que o epitbpoligacdo a toxina Bin esta
potencialmente localizado nesta regido e que a@estanformacional nativo das proteinas é
determinante para sua funcionalidade. Em seguadamf avaliadas algumas caracteristicas
dasa-glicosidases Cgml e Aaml de 66 kDa que podem estaividas na sua capacidade de
ligacdo a toxina Bin. Os resultados mostraram guareteinas possuem diferencas estruturais
e conformacionais que podem ter um papel deterr@rzara a interacdo com a toxina Bin. A
analise do padrao de glicosilacdo das proteinasdaevjue a Aaml posssui glicosilacbes em
sua cadeia polipeptidica ao contrario da Cgm1 eadigacdo do receptor Cgm1l a toxina Bin
nao envolve N-glicanos. Na segunda parte do trabdtitam investigados os motivos da
subunidade BinB envolvidos na interagdo com o fece@gml, através do estudo da
funcionalidade de proteinas BinB mutantes com @delegias regidbes N- e C-terminal ou
substituicdes de blocos de amino&cidos por alani@asresultados obtidos indicam que o
epitopo “*FQF*° da toxina é essencial a ligacdo ao receptor Cqmlieeesta interacdo
depende ainda do segmento N-terminal da BinB, ceemmtendo o0s primeiros 82
aminoacidos, uma regiao predita de segmentos m@mugados e de-hélices.

Palavras-chaveBacillus sphaericustoxina Bin, receptoiCulex Aedes



ROMAO, Tatiany PatriciaMolecular basis for the interaction of theBacillus sphaericus
(strain 2362) Bin toxin with a-glucosidases in larvae from culicide vectors201Q Tese
(Doutorado em Saude Publica) — Centro de PesgAggsu Magalhdes, Fundagdo Oswaldo
Cruz, Recife, 2010.

ABSTRACT

The main insecticidal factor frorBacillus sphaericugBs) against culicide larvae, is the
binary (Bin) toxin, produced as crystalline incluss during sporulation. This toxin, activated
through proteolytic processing within the midgutnken, recognizes and binds to specific
receptors on larvae midgut epithelium, a critidage in its mode of action and essential for
its insecticidal activity. The receptors @ulex pipiens, C. quinquefasciataad Anopheles
gambiae,named Cpm1, Cgml, and Agm3, respectively, are 6dedflucosidases bound to
the apical membranes of the midgut epithelium thhoglycosylphosphatidyl-inositol (GPI)
anchors. Aaml, a Cgml orthologue expressed in tligun of Aedes aegyptiarvae,
however, does not bind to the Bin toxin. The mgoal of this study was to characterize the
molecular basis of the interaction between Binnoand its culicide larvaa-glucosidases.
First, the Cgm1 protein sequence was aligned tmtogue and paralogue sequences fA@n
aegyptiand An. gambiaewhich revealed more conservation within the N-temthiregion
when compared to their less conserved C-termirgithsats. Functional analyses of 45 kDa
recombinant protein fragments derived from the Mateus of Cgml orthologues and
paralogues revealed that the Bin binding motif aseptially located in this region and that
proper protein folding is required for Bin toxin nd. Next, features involved in the Bin
toxin binding capacity of the native 66 kDa CgmX aeaml proteins were evaluated. The
results showed that these proteins have structurdlconformational differences that may
have a decisive role for the Bin interaction. Deglgylation analyses showed that native
Aaml, but not Cgml, is glycosylated and that N-ghg are not involved in the interaction
capacity between Bin toxin and its Cqgm1 receptora kecond set of experiments, the motifs
within the BinB subunit required to bind Cgm1l weneestigated through binding studies
with mutants BinB proteins containing N-terminal @+terminal deletions or, alternatively,
after site-directed mutagenesis which replacedkslaf amino acid residues with alanines.
The results indicate that the epitdf&QF*’ is essential for BinB toxin binding to Cqm1 and
that this interaction depends also on the preseh&nB’s N-terminal segment, comprising
its first 82 residues, a region predicted to cdan#ision-structured elements asdhelices.

Key Words:Bacillus sphaericuysBin toxin, receptorCulex Aedes
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1 CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

Espécies dos génerdsulex, Anophelese Aedes sdo insetos da ordem Diptera,
pertencentes a familia Culicidae, apresentam blisg@o cosmopolita, sobretudo nas regiées
tropicais e subtropicais do mundo, e podem seregtde patdgenos humanos responsaveis
por enfermidades de elevada incidéncia como malfiiagiose, febre amarela, encefalite e
dengue. O controle de vetores € uma estratégiasswt® para interromper o ciclo de
transmissdo destas doencas e um dos importantesionéé a utilizacdo de larvicidas
produzidos a base de bactérias entomopatdégenaéndoogacillus, quetém sido adotados
com sucesso em programas de controle de culici@eBscillus sphaericugBs) e Bacillus
thuringiensis sorovar. israelensis (Bti) sdo os mais estudados, estando disponiveis
comercialmente para utilizacdo em larga escalaehdacde duas décadas em varios paises.
Larvicidas a base dB. sphaericugém sido empregados no controle de populagdeS.de
quinquefasciatugm areas endémicas para filariose na Regido M#itampa do Recife. .
sphaericusem sido adotado por apresentar alta atividadeclda para culicideos, espectro
de acdo seletivo sendo in6cuo para demais invadebre vertebrados, persisténcia em
criadouros deCulex que possuem alto teor de matéria organica e farakn pela
disponibilidade de produtos comerciais. O uso de®ticidas quimicos em programas de
controle de vetores apresenta desvantagens comgigelle resisténcia ja disseminada em
populacdes de insetos, o0 modo de acdo inespedfiecumulacdo na biosfera, e estas
dificuldades tém incentivado a substituicdo degtexiutos por agentes de controle com
atividade inseticida seletiva.

O principal fator inseticida dB. sphaericug a toxina binaria (Bin) produzida sob a
forma de um cristal que possui acdo seletiva pamaa$ de algumas espécies dos géneros
Culex Anophelese Aedes A toxina binéaria larvicida € composta das subadés BinA e
BinB que séo produzidas em concentracao equimolarigtal e possuem acao em sinergia,
sendo o componente BinB responsavel pela ligacdoreceptores especificos presentes na
membrana apical do epitélio intestinal em larvas cdécideos, e a subunidade BinA
responsavel pela atividade toxica. O modo de aghdaxvicida a base dB. sphaericus
consiste na ingestéo do cristal pelas larvas, sidato do cristal e liberacdo da protoxina no
limen intestinal, seguido do processamento proi@mipara a forma de toxina ativa. A acao
larvicida da toxina Bin € determinada pelo recoimhento e interacdo da subunidade BinB

com receptores nanicrovilli intestinal das larvas. Larvas dalex quinquefasciatus, C.
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pipiense Anopheles gambiagfo suscetiveis a toxina gragas a disponibilidedeedeptores
no epitélio intestinal, enquanto quedes aegyptieé considerada uma espécie refrataria,
devido a auséncia de interacdo da toxina Bin corepteres. A presenca de receptores
funcionais para a toxina Bin no intestino de largas principal fator que determina o status
de susceptibilidade de culicideosBacsphaericusOs receptores da toxina Bin &npipiens,
C. quinquefasciatus e An. gambidenominados respectivamente Cpm1, Cgm1, e Agm3, sao
a-glicosidases de 60 kDa ligadas a membrana apicapdélio intestinal por uma ancora de
glicosil-fosfatidilinositol (GPI). Larvas dée. aegyptiexpressam grande quantidade da
glicosidase Aam1, que é ortdloga do receptor CgenC.dquinquefasciatus possui 70% de
identidade com esta molécula. Diferencas entreepras Cgml e Aaml podem afetar a
capacidade de reconhecimento da toxina Bin e, qoesgemente, impedir a sua ligacdo aos
receptores, que € uma condicdo necessaria pardoada@. sphaericusNo ambito dos
estudos que objetivam elucidar o0 modo de acdo dateipas inseticidas das principais
bactérias entomopatdégenas, o mapeamento de matevdiggacdo envolvidos na interacéo
toxina-receptor € um aspecto fundamental para pEensao de mecanismos de resisténcia,
bem como para desenvolver estratégias visando qaliear a acdo das toxinas contra 0s
insetos susceptiveis. A maioria dos trabalhos doftgpara a base molecular da interacédo
toxina-receptor referem-se as toxinas CryBdahuringiensisque possuem acdo em insetos
praga, entretanto, ha uma lacuna no conhecimeii@ s base molecular da interacdo da
toxina Bin aos seus receptores especificos em iespée culicideos, apesar da importante
aplicacao destes agentes inseticidas no controletdees.

O principal objetivo deste trabalho foi caracteriaabase molecular da interacdo da
toxina Bin doB. sphaericuzom receptores intestinais de larvas de culicidetsres, a fim
de produzir conhecimentos para subsidiar o apedeiento da utilizacdo deste biolarvicida.
Como um primeiro passo para caracterizar motivesleitos na ligacdo a toxina Bin d&
sphaericusaa-glicosidase Cgml, que atua como receptor em lale&s quinquefasciatys
foram avaliadas sequéncias protéicas ortologasaogas enAe. aegypte An. gambiaeas
quais revelaram multiplos trechos conservados mgdpoN-terminal da maioria destas
glicosidases e alguns trechos mais divergentesongd@ C-terminal. Em seguida, foram
avaliadas especificamente agylicosidases Cgml d€. quinquefasciatug Aaml deAe.
aegyptiem busca de caracteristicas que estariam impfcaalasua capacidade de ligacdo a
toxina Bin, como um modelo de estudo para a elgéiolale aspectos importantes envolvidos

na interacao toxina-receptor. Na segunda parteati@lho, regides e epitopos da subunidade
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BinB da toxina Bin, envolvidos na ligacdo ao reocefgml, foram investigados através do
estudo da funcionalidade de proteinas BinB mutagtes possuem diferentes dele¢cbes em
suas sequéncias ou substituicbes de blocos de @dos por alaninas. A regido na
subunidade BIinB envolvida no reconhecimento dogpteces de culicideos ainda ndo é
conhecida e a caracterizacao deste epitopo bem deroaracteristicas relevantes para a sua
acao representam subsidios importantes para futatmsdagens de manipulacdo e
aperfeicoamento desta molécula inseticida.

Os objetivos concretizados nesta tese representaravanco no campo da biologia
molecular aplicada a entomologia e a contribuig&atifica nesta area de conhecimento é
fundamental, pois os estudos do modo de acgéo dmat®in ainda sdo escassos e ha um

grande potencial de utilizacdo deste agente enrgraas de controle de culicideos no Brasil.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Principais doencgas transmitidas por mosquitos

Enfermidades de elevada incidéncia como malariaguke febre amarela e filariose,
constituem um grave problema de salude publica &€ agentes etiolégicos sdo transmitidos
por algumas espécies de culicideos pertencenteg@uwrosAnopheles, Aedes e Culex
Aproximadamente 75% de todas as espécies de masqabrrem em regides tropicais e
subtropicais (BECKER2003) e devido a sua habilidade de adaptacdo, espgEsies sao
extremamente bem sucedidas. Mais da metade daggépumundial vive em &reas de risco
de infec¢do devido a presenca destes agentesaiei@ECKER 2003).

A maléria, causada pelo protozoaflmsmodiunsp. e transmitida peldnophelesp.,
esta presente nas regides tropicais e subtropicaiglaneta. Cerca de 50% da populacéo
mundial vive em areas com risco de transmissaalltasio em aproximadamente 300
milhdes de pessoas infectadas no mundo e com uraroloe mortes entre 1 e 1,5 milhdes a
cada ano. O maior foco de transmisséo € na AfrideShhariana responséavel por 90% dos
casos e a maioria dos 6bitos ocorrem em areas asneotn dificil acesso aos servicos de
salde (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2009). A Orgaac&o Mundial de Saude
(2009) estimou que no ano de 2008, ocorreram @80ee 311 milhdes de casos clinicos de
malaria, com um milh&o de mortos, dentre os quaisamr numero de casos foi de criangas
africanas. Na Ameérica do Sul, a transmissao ogoineipalmente na Bacia Amazonica e em
2008 foram notificados aproximadamente 315.000scéBRASIL, 2009b).

Cerca de 400 espécies de anofelimosrrem no mundo, das quais 60 podem ser
vetores doPlasmodiumsp. sob condicbes naturais e, dentre estas, 30ciespédo
consideradas de grande importancia médica (TUTR0AY). A habilidade deste vetor na
transmissdo do protozoarPlasmodiumsp. depende de diferencas genéticas, ecoldgicas e
comportamentais (CONSTANTINI et.a1999). No Brasil, a principal espécie incriminada n
transmissao do parasita da malaria na regido Anad@n oAn. darlingi além de outras
secundarias como An. albitarsis, An. braziliensis @ An. nuneztovarfCONSOLI, 1994)O
An. gambiaeprincipal vetor ddP. falciparumna Africa, € alvo de varios estudos devido a sua

importancia epidemioldgica e disponibilidade dogyea em bancos de dados.
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A dengue, causada por um arbovirus do géRréuivirus e transmitida peldedes
aegyptie Ae. albopictus,é um dos principais problemas de saude publicannndo. A
Organizacdo Mundial da Saude estima que entre Bl0amilhdes de pessoas se infectam
anualmente, em mais de 100 paises, de todos dsertes, exceto na Europa. No Brasil, a
partir de 1995, a dengue passou a ser registradtoaas as regides do pais e atualmente
circulam os sorotipos 1, 2 e 3 (PASSOS et al., p(bdh 2002, em decorréncia da introducéo
do dengue virus sorotipo 3, ocorreu um pico epidéraom 794.219 casos (BRASIL, 2010).
A Secretaria de Vigilancia em Saude do Brasil (3% registrou no periodo de janeiro a
julho de 2007, 438.949 casos de dengue classiba;@ds de febre hemorragica da dengue e
a ocorréncia de 98 oObitos (BRASIL, 2010). No ano2668 e em 2009, foram registrados
cerca de 18.000 e 6.000 casos confirmados de demgBeasil, respectivamente (BRASIL,
2010).

A febre amarela, causada pelo arbovirus do géRleravirus e transmitida pelde.
aegypti,originalmente chamada de febre hemorragica yoalma das doengas mais temidas
antes do desenvolvimento de uma vacina. De dezemdr@007 a janeiro de 2008, o
Ministério da Saude do Brasil (2009a) informa tarebido 33 notificacbes de casos suspeitos
de febre amarela. Destes, doze casos foram ofigr@bnconfirmados e oito evoluiram para
Obito. No periodo de um ano, de setembro de 2008ettmbro de 2009, foram notificados
274 casos humanos suspeitos de febre amarelat®IMEAS), com 51 casos (18,6%)
confirmados. Destes, 21 evoluiram para o Obitdaxa de letalidade foi de 41,2%.

O Ae. aegypté o principal vetor do virus da dengue, além deepedr vetor do virus
da febre amarela em areas urbanas. Varios fatoreant esta espécie bem sucedida na
transmissao do virus do dengue, dentre elas podeilaosua elevada endofilia, antropofilia
e susceptibilidade aos virus (CONSOLI, 1994). Qgdervirus é o flavivirus mais importante
causador de doencas em humanos no Brasil e a paesEnAe. aegyptifavorece o
aparecimento de novos surtos da doenca e a cidouldgs sorotipos virais (FOCACCIA;
VERONESI, 1996; FUNDA(;AO NACIONAL DE SAUDE, 2003).

Segundo Wynd et al. (2007), “a filariose linfatéaa segunda doenca parasitaria de
transmissao vetorial mais comum depois da malaesté presente em mais de 80 paises
tropicais e subtropicais”. A filariose Bancroftianeausada pelo nematod&uchereria
bancrofti, ¢ endémica na Africa, Asia, Américas do Sul, Cérgrdlhas do Pacifico. A
Organizacdo Mundial de Saude (2007) estima queehdacde 120 milhdes de pessoas
infectadas e um bilh&o de pessoas residentes & @deerisco. Ainda de acordo com a OMS,

a filariose linfatica é considerada a segunda cawa@ comum de inabilidade em longo
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prazo, depois da doenca mental. No Brasil, ha fdeoendemia nas Regides Metropolitanas
do Recife e de Maceié (BONFIM et al., 2003; BRAS2D06).

O C. quinquefasciatué o principal transmissor d&. bancroftino Brasile a filariose
Bancroftiana ainda € uma doenca endémica no pais,destribuicdo urbana e nitidamente
focal, sendo detectada transmissdo ativa na Relfi@wopolitana do Recife (RMR),
estimando-se em 30 mil o numero de individuos tafkms (FARID et aJ 2001; BRASIL,
2007). A RMR apresenta uma alta taxa de prevalédeiandividuos infectados sendo
considerada a maior area endémica do pais (MACIELL.,e1996). OC. quinquefasciatus
também tem sido incriminado como vetor de arboesps pode ser encontrado naturalmente
infectado com virus causadores de encefalite, cor8t Louis, Oeste do Nilo (nos EUA) e
Venezuelana (Panama) (CONSOLI, 1994). No Brasléetonsiderado o vetor secundario do
virus Oropouche em areas do Estado do Para e Randdde a doenca ja causou epidemias
rurais (CONSOLI, 1994).

Muitas espécies d€ulex foram identificadas como vetores primérios do vidas
Oeste do Nilo (VNO) em regides endémicas do vellhmdo (HAYES et al., 1989) e nos
Estados Unidos (TURELL; O'GUINN; OLIVER, 2000). Asspécies do complex@ulex
pipienssao consideradas vetores do VNO na América do ettes seguintes fatores: sdo os
mosquitos mais comuns em areas urbanas (FONSE@A, 004); os surtos das doencas
ocorrem durante seu periodo de maior abundancea (&PIELMAN, 2001); apresentam
competéncia vetorial sob condi¢cdes de laborat6flIORELL et al, 2001); populacdes
naturais foram encontradas infectadas com o VBERNARD et al, 2001; KULASEKERA
et al, 2001). Estudos de competéncia vetorial demomsirajue oC. tarsalis C. pipiense o
C. quinquefasciatyssao altamente susceptiveis a infec¢cdo e podenetmes eficientes do
VNO (GODDARD et al, 2002). Estas espécies também podem transmitir 0s vir
transovarianamente (DOHM; SARDELIS; TURELL, 2002 0BDARD et al., 2003).
Infecgbes pelo VNO em humanos foram detectadas8dos 50 estados dos EUA, com 722
casos confirmados e 33 Obitos (CENTERS FOR DISEASEONTROL AND
PREVENTION, 2010).
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2.2 Biologia e ecologia de culicideos vetores

As espéciesC. quinquefasciatus, Ae. aegym@iAn. gambiae,sdo insetos da ordem
Diptera, pertencentes a familia Culicidae e possusportancia meédica pois podem ser
vetores de agentes etioldgicos de graves doergas;amo filariose, dengue, febre amarela,
encefalites e malaria. Possuem um ciclo biolég&ativamente curto, compreendendo as
seguintes fases: ovo, quatro estadios larvais, pugdulto (Figura 1). Os adultos tém habito
noturno ou diurno e endofilico, as fémeas sdo hefagds e necessitam fazer o repasto
sanguineo para realizar a postura dos ovos. Asaienealizam a hematofagia em uma grande
variedade de animais, sobretudo o homem, no casesfgcies antropofilicas (CONSOLI,
1994). Cerca de 48 h ap0Os o repasto sanguine@nasa$ depositam os ovos na lamina
d’agua, os quais vao eclodir dando origem as lati@ak® estadio (1), entre 24 e 48 h apos a
oviposicdo. As larvasilsofrem mudas sucessivas e passam por mais trééossth, Ls; e
L4), cada um com duracdo média de 24 h, até atinfzise de pupa. E importante ressaltar
que as larvas séo filtradoras e se alimentam atmtande matéria organica disponivel no
ambiente aquatico (CONSOLI, 1994). As pupas tém tormaa de virgula e ficam paradas
junto a superficie da agua, embora apresentem iaedd nesta fase. Esta etapa do
desenvolvimento tem duracado entre 24 e 48 h eddgidluos ndo se alimentam neste periodo.
Apés a fase de pupa, ocorre a emergéncia dos adldttdo inicio a fase alada. Os adultos
passam por um periodo de repouso para a escleemifitu da cuticula para, em seguida,
realizar a copula e a busca por alimento. A lordgole dos adultos é de um a dois meses,
periodo em que a fémea pode realizar entre 4 gbsgdes.

O mosquitoCulex quinquefasciatuSay, 1823 é conhecido popularmente como murigoca
ou pernilongo e apresenta distribuicdo cosmopokihretudo nas regides tropicais e
subtropicais do mundo. E um mosquito amplamenteorgrado no Brasil, devido as
caracteristicas climaticas, além de fatores compescimento populacional desordenado e a
falta de saneamento basico que afetam a maioriardas urbanas do pais (CONSOLI, 1994).
Possui ampla diversidade de criadouros, com pretergelos depdsitos artificiais com agua
estagnada e rica em matéria organica em decompasigétritos como os sistemas de esgoto,
fossas e valetas (CONSOLI, 1994). No entanto, sutr@douros podem ser colonizados, tais
como bebedouros de animais, pocos e caixas d’&@Q@NSOLI, 1994). E uma espécie
altamente antropofilica e endofilica e predomina @aeas urbanas do Brasil, sendo
encontrada com mais freqiiéncia nos meses quemntasvesos. As fémeas realizam repasto

sanguineo no periodo crepuscular ou noturno e daposerca de 150 ovos agrupados sob a
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forma de jangada. O vetée. aegyptLinnaeus, 1762 é considerado uma espécie cosrtepoli
de ocorréncia em regifes tropicais e subtropiaifgi introduzido no Brasil no final do
século XV, provavelmente em embarcacdes com osepos havegantes europeus. Esta
espécie ocorre, sobretudo, em éareas urbanas, gatalnrmo domicilio ou peridomicilio
humano. Seus criadouros preferenciais sdo os eatgs artificiais em locais com pouca
iluminacdo, que contenham agua pobre em matérémimwa A densidade populacional Ae.
aegypti é diretamente influenciada pela presenca de chevaensidades elevadas séo
encontradas nas estacdes com maiores indices Ipi@tvicos. As fémeas possuem habitos
hematofagicos diurnos, ao contrario @o quinquefasciatysporém compartilha com esta
espécie a predilecdo pelo ambiente domiciliar, e facilita o contato com o homem. A
estratégia de oviposicédo d®. aegypte diferente daquela adotada p€loquinquefasciatys
pois em cada postura as fémeas depositam ovodasoldistribuidos em diversos criadouros
(CONSOLLI, 1994). A espécidn. gambiagGiles, 1902 invadiu parte do nordeste brasileiro
em 1930 e |4 esteve até 1940, causando, entree19389, uma das mais graves epidemias de
maldria registradas no pais (CONSOLI, 1994). Tsatde um mosquito africano (Africa Sub-
Sahariana), cujas fémeas sao altamente antropgfile endofilicas. Suas larvas séo
normalmente encontradas em pequenas colecdes de Bmpas no solo, rasas, pobres em
vegetacdo e expostas ao sol tais como pocas d’agenas e po¢os. As cacimbas, pogos
rasos feitos pelos nordestinos para a obtencagule &onstituiram importantes focos desse
mosquito durante sua permanéncia no Brasil (CONSM94). As fémeas possuem habitos
hematofagicos crepusculares ou noturnos e deposiaca de 50 a 200 ovos (CONSOLI,
1994). Esta espécie é considerada a mais antrapafdgntro do complexdn. gambiaee a
mais eficiente e importante espécie vetora da maaté@ mundo.
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Fémmea thematofagia) \

= 10 dias

Figura 1. Ciclo biolégico de culicideos vetores.
Fonte: Elaborado pelo autor

2.3 Controle de culicideos com bactérias entomopaténas

A utilizacdo indiscriminada dos inseticidas quinsicpara controle de vetores de
doencas e sua acumulacdo na biosfera tornou-seosngrdndes problemas publicos em
meados de 1960. A conscientizacdo de que muiteiditias sdo toxicos para os mamiferos,
além de proporcionarem riscos para outros orgarsasréo-alvo e desequilibrio ambiental, foi
desencadeada entre 1960 e 1970. Com o auge do amwimmbiental, os cientistas voltaram
a sua atencdo para o desenvolvimento de bioirdasicgseletivos e de técnicas de manejo
integrado (MULLA, 1994).
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As bactérias do génemacillus possuem acdo inseticida para dipteros e tém sido
consideradas agentes eficazes para o controle ldgdeas, pois possuem grande poder
inseticida especifico, aléem de apresentarem facikd para a producdo em larga escala,
armazenamento, transporte e aplicacdo (LACEY, 2083)duas espécies mais estudadas e
utilizadas sdao dBacillus thuringiensissorovar.israelensis(DE BARJAC, 1978) e @B.
sphaericug KELLEN et al, 1965) que séo bactérias Gram positivas, cosntapai ocorrem
em solos e em ambientes aquaticos. Durante a ésp@ousao capazes de produzir inclusdes
cristalinas que possuem protoxinas de natureza&ipeotom atividade larvicida para algumas
espécies de dipteros. Os biolarvicidas produzidoasa destas bactérias tém como principio
ativo os cristais protéicos, que sdo aplicados erhientes aquaticos que servem como
criadouros das larvas. Apos a ingestao dos crigis larvas, as protoxinas séo liberadas no
limen intestinal e processadas em toxinas queesjimmsaveis pela acao letal. A acédo das
toxinas € especifica para um grupo limitado derosgaos alvo e formula¢cdes comerciais a
base destas bactérias entomopatdgenas ja estaaigiep no mercado.

2.4Bacillus sphaericus

O B. sphaericuproduz cristais protéicos (Figura 2) contendoagxina binaria (Bin)
(CHARLES; NIELSON-LEROUX; DELECLUSE, 1996) que passacdo larvicida
decrescente para diversas espécies dos gé@ates Anopheles Aedes As caracteristicas
mais importantes desta bactéria sdo: 1- espectiexd@ie seletivo; 2- tempo de persisténcia
longo em criadouros com agua rica em matéria orgalt facilidades para sua producdo em
larga escala, armazenamento e utilizacdo (MIT,T2003). A primeira cepa dB. sphaericus
com atividade larvicida para mosquitos foi isolgta Kellen et al (1965) e o potencial
larvicida doB. sphaericus6 foi evidenciado apds o isolamento de cepas ¢@moxicidade
tais como a 1593 na Indonésia (SINGER, 1974), 2®9%ri-lanka (WICKRAMASINGHE;
WICKRAMASINGHE; MENDIS, 1994) e 2362 na Nigéria (WEER, 1984).

O método de classificacdo dh sphaericusmais utilizado é o teste de reacdo de
aglutinacdo flagelar, que agrupa as cepas em dimesorotipos (DE BARJAC; VERON;
COSMAO DUMANOIR, 1980). Os sorotipos mais estudadosom maior poder larvicida
sdo: H5a5h, no qual se agrupam as cepas 1593, 2382 e C3-41; o H25, onde se encontra
a cepa 2297; e H6, que engloba a cepa IAB59 (CHARLEIELSON-LEROUX;
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DELECLUSE, 1996). As principais cepas utilizadasapa producao de biolarvicidas sédo a
1593, 2362 e C3-41 e os principais culicideos a0 espécies do comple&b pipiense
anofelinos (LACEY, 2007; REGIS et al., 2001) que asftamente susceptiveis a toxina Bin,

que € o principal fator inseticida presente nestass.

Figura 2. Micrografia eletronica d8acillus sphaericugm fase de esporulacao.
Fonte: Adaptado de Kalfon et al. (1984).
Nota: (C), cristal que contém a toxina binaria. @poro.

2.5 Proteinas inseticidas produzidas peBacillus sphaericus

Existem trés grupos de toxinas com atividade laaicue podem ser produzidas por
diferentes cepas d®. sphaericusa toxina binaria do cristal (Bin), as toxinas Mtas toxinas
Cry48Aa e Cry49Aa que sao também produzidas somaafde cristais.

Trés tipos de toxinas Mtx foram identificados: axM{(100 kDa), Mtx2 (31,8 kDa) e
Mtx3 (35,8 kDa). Os genes das toxinas Mtx forammatios de uma linhagem de média
toxicidade SSIl — 1 (LIU et g11996; THANABALU et al, 1991; THANABALU; PORTER,
1995). Estas toxinas sao expressas somente nadgstativa e uma vez secretadas no meio,
sofrem degradacgédo proteolitica. Por esta razdmxasas Mtx ndo possuem acao toxica em
culturas esporuladas nativas dB. sphaericus (CHARLES; NIELSON-LEROUX;
DELECLUSE, 1996). Por outro lado, quando expressakscherichia colias toxinas Mtx1
e Mtx2 recombinantes possuem alta atividade lataigiara culicideos (WEI; CAI; YUAN,
2006; WIRTH et al., 2007).

O cristal protéico que contém a protoxina Bin gstsente em todas as cepas que
possuem atividade inseticida e é produzido nadasesporulacéo. A protoxina binaria (Bin)
€ um heterodimero composto por duas proteinadizadas de forma equimolar e de massa
molecular de 42 e 51 kDa (BERRY et.,al989; HINDLEY; BERRY, 1988). Estes

polipeptideos foram denominados BinA e BinB, refipamente, e devido a sua agdo em
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sinergia, a toxina € considerada binaria (NICOLA&Ile1993). Em larvas d€. pipiensfoi
demonstrado que o componente BinB é o responsélgligacdo com receptores especificos
presentes na membrana apical do epitélio intestimguanto o componente BIinA € o
responsavel pela atividade toxica (CHARLES et1897; NICOLAS et al 1993). Os genes
gue codificam a toxina Bin sdo altamente consemwagltre as diferentes cepas Be
sphaericuse nas linhagens 1593, 2362 e 2297 possuem locatizzzomossomal (AQUINO
DE MURO; MITCHELL; PRIEST, 1992). Os genbmB e binA parecem estar organizados
em um operon com uma regido intergénica de 174gly6possuem uma sequéncia de
nucleotideos de 1347 pb e de 1113 pb, e codifiapraeinas BinB de 448 aminoacidos e
BinA de 370 aminoé&cidos, respectivamente (CHARLESIELSEN-LEROUX;
DELECLUSE, 1996). Com base na avaliacédo das seisde aminoacidos da toxina Bin
em cepas d8. sphaericusquatro tipos de toxinas foram classificadas (FHIEt al., 1997).

A toxina Binl é codificada pela cepa IAB59 e a Bp&las cepas 2362 e 1593, e ambas sdo
altamente toxicas para larvas de culicideos susetptom elevada capacidade de ligacao ao
microvilli intestinal das larvas d€. quinquefasciatugSILVA-FILHA et al., 2004). As
toxinas Bin3 e Bin4 séo produzidas pelas cepas 2A91-G, respectivamente. A cepa LP1-
G que contém o tipo Bin4 é a Unica que apreselika baxicidade dentre as cepas produtoras
de toxina Bin. A sequéncia da Bin4 possui seig@ifgas e uma delas, a troca de uma leucina
por uma serina na posi¢do 93 na BinA4, é respohpéles diminuicdo da toxicidade da cepa
LP1-G, sugerindo que este aminoacido deve ser wamegito chave na formacdo do
complexo BinA-BinB responsavel pela toxicidadeRlosphaericufYUAN et al, 2001). A
toxina Bin é o principal fator téxico das principaiepas d@. sphaericusitilizadas para a
producao de biolarvicidas comerciais.

Recentemente, duas toxinas da familia Cry, prodszstb a forma de cristais, foram
identificadas na cepa IAB59: a Cry48Aa e Cry49Aaldb e 53 kDa (JONES et al., 2007).
Estas toxinas agem em sinergia e apresentam akideme especifica pardC.
quinquefasciatugjuando administradas de forma purificada e emesaracdes equimolares,
sendo consideradas por esta razao como uma nava toraria daB. sphaericusPorém, a
contribuicdo da toxina Cry48Aa/Cry49Aa para a tmade da cepa IAB59 nativa d®.
sphaericumao é relevante devido ao baixo nivel de acumaldedCry48Aa o que impede a
concentracdo equimolar dos fatores requerida patmacao toxica (JONES et al., 2007). A
composicao desta toxina binaria é Unica, pois arddade Cry48Aa € uma tipica toxina Cry
de trés dominios que, diferentemente das outrama®xCry desta familia, necessita da

presenca da proteina Cry49Aa, que possui homotmgiaas toxinas binarias como a Bin do
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B. sphaericue a Cry35A e Cry36A (JONES et al., 2007). A ava@@do espectro larvicida
da nova toxina Cry48Aa/Cry49Aa mostrou que sua @&céestrita para larvas daulex,e a
exemplo da toxina Bin, ndo possui atividade pegaaegypt{JONES et al., 2008). A toxina
Cry48Aa/Cry49Aa possui acdo em larvas@lequinquefasciatusesistentes a toxina Bin, e
esta auséncia de resisténcia cruzada demonstra Qug48Aa/Cry49Aa age em sitios-alvo
diferentes daqueles da toxina Bin (DE MELO et 2008). O seu modo de acdo também
depende da ingestdo e processamento dos cristaisestino das larvas, que provocam uma
série de eventos citopatolégicos que levam a n{@Ee MELO et al., 2009; JONES et al.,
2007).

2.6 Modo de acao da toxina binaria

A toxina Bin2 produzida pelas cepas 2362 e 1593Bdcsphaericuspresentes em
formulacdes comerciais, tem sido o alvo da maidda estudos sobre o modo de acdo da
toxina Bin em larvas do complex®. pipiensque possui as espécies mais susceptiveis a este
agente. Os componentes BinB e BinA que compdenxiaadin2 agem, especificamente,
como fator de ligagdo amicrovilli intestinal de larvas e fator tdxico, respectivaraent
(NICOLAS et al., 1993). Alguns trabalhos propdene guregido C-terminal da subunidade
BinA € importante para a atividade toxica da Bique ambas as regides N- e C-terminal
desta mesma proteina sdo requeridas para integéoa subunidade BinB (CLARK;
BAUMANN, 1990; LIMPANAWAT; PROMDONKQY; BOONSERM, 209). Em adicéo,
também é proposto que a regido N-terminal do coentenBinB é crucial para a ligacdo ao
receptor nas células intestinais de larvadexe a sua porcao C-terminal é requerida na
interacdo com a subunidade BinA (OEI et al., 1989ps a ingestdo pelas larvas, o cristal €
solubilizado em pH intestinal alcalinal(0) e a protoxina liberada no lumen é clivada por
serina-proteases para atingir a forma de toxina dBROADWELL; BAUMANN, 1987).
Apoés a clivagem, os polipeptideos de 42 e 51 kDginam fragmentos de 39 e 43 kDa,
respectivamente (BAUMANN et al1985). Esta toxina ativa interage de forma regjiaada
no intestino, sobretudo no epitélio das regidesatm gastrico e estbmago posterior da larva
(DAVIDSON, 1988). As principais etapas do modo dacda toxina Bin estdo descritas na
Figura 3. Neste modelo de estudo sabe-se que mat®in, na sua forma ativa, liga-se a

receptores especificos presentesmarovilli intestinal das larvas através da subunidade BinB
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e os efeitos citopatologicos sdo observados apdwiOtos da ingestdo de doses letais da
toxina. Os principais efeitos avaliados nas céldmsntestino médio de larvas séo: vacuolos
citoplasmaticos, destruicdo das microvilosidadetestinais e danos nas mitocéndrias
(CHARLES, 1987; DAVIDSON, 1981; DE MELO et a2008; SINGH; GILL, 1988).

INTERAGAD
OXINA-RECEPTOR

EFEITOS CITOPATOLOGICOS

Figura 3. Modo de acao da toxina Bin &acillus sphaericusem larvas d€ulexsp.

Fonte: Adaptado de Kalfon et al. (1984) e de Dedvlal. (2008).

Nota: Depois da ingestao pela larva, o cristal I&bdlizado, a protoxina Bin € liberada no lumenresttnal e
processada até a forma de toxina ativa. A toximea anterage com receptores especificos preserdges n
membrana apical do epitélio intestinal e deseneagekfeitos citopatoldgicos que levam a mortedal

Estudos mostraram que o componente BIinA da toxima #m a capacidade de
formar poros em sistema de membrana artificial @& culas lipidicas (SCHWARTZ et al.,
2001). A imunolocaliza¢do da toxina Bin no interitas células epiteliais de larvas @elex
tratadas com uma dose letal, evidenciou uma pdssitenalizacdo da toxina (SILVA-
FILHA; PEIXOTO, 2003). A presenca de receptoreseetfjros nomicrovilli intestinal de
larvas tem um papel essencial no modo de acaoxd@at8in. O perfil de susceptibilidade
decrescente para larvas @e quinquefasciatus An. gambiaeesta diretamente relacionado
com a alta e moderada capacidade de ligagdo daatd3in aos receptores intestinais,
respectivamente (SILVA-FILHA; NIELSEN-LEROUX; CHARELS, 1997). No caso dae.
aegypti,espécie considerada naturalmente refrataria adgag8o sphaericusa concentracéo
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letal do biolarvicida é 100 vezes superior a emgulagparaCulexsp e o nivel de ligacao
especifica da toxina Bin auicrovilli intestinal de larvas € extremamente baixo (NIELSEN-
LEROUX; CHARLES, 1992).

2.7 Receptores da toxina Bin d8. sphaericus

A toxina Bin doB. sphaericusiga-se especificamente a uma simples classe de
proteinas de membrana, caracterizadas cofghcosidases, que além de desempenhar uma
funcdo enzimética, também atuam como receptordexii@a Bin na superficie das células
intestinais de larvas de culicideos susceptiveitARLES et al, 1997; NIELSEN-LEROUX;
CHARLES, 1992; SILVA-FILHA; NIELSEN-LEROUX; CHARLES1997).

As a-glicosidases possuem um importante papel na digedbs insetos, além de
terem um sitio funcional para o reconhecimentogachio da toxina Bin. O metabolismo
energético da maioria dos mosquitos depende dastimeale glicose, sacarose, maltose e
frutose. As a-glicosidades (EC 3.2.1.20) sdo exoenzimas hidrdbras de ligacOes
glicosidicas terminais (glicosil hidrolases), lier a-glicose da porcdo nao-redutora da
cadeia de um substrato, atuando na clivagem dessligarideos que sao parte importante da
nutricdo de mosquitos (KRASIKOV; KARELOV; FIRSOV0Q1). Na classificacdo moderna
das glicosil hidrolases, estas enzimas estaolulistias em 81 familias nas quais duas familias
sdo constituidas pelaa-glicosidases, caracterizadas por homologia de éwips de
aminoacidos conservadas nos sitios ativos destan&in (HENRISSAT; DAVIES, 1997). As
a-glicosidases no intestino de insetos podem séive@ ou ligadas @ membrana (SILVA;
TERRA, 1995) e sua atividade relativa e distribaiéade 75% no limen do intestino meédio
posterior e 25% no intestino anterior (BILLINGSLEMECKER, 1991).

Estes receptores nas larvas@lepipiens, C. quinquefasciat@sAn. gambiaesdoa-
glicosidases (EC 3.2.1.20) de 66 kDa ligadas a mamabcelular por uma ancora do tipo
glicosil-fosfatidilinositol (GPI) (DARBOUX et aj 2001; OPOTA et a) 2008; ROMAO et
al., 2006; SILVA-FILHA; NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1999)Rigura 4). As sequéncias
génicas dos receptores €npipiens, C. quinquefasciatedAn. gambiagpossuem 1743, 1743
e 1767 pares de bases (pb), respectivamente quficaad proteinas de cerca de 580
aminoacidos denominados Cpntu(ex pipiensmaltase 1), Cgm1Qulex quinquefasciatus
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maltase 1) e Agm3Anopheles gambiamaltase 3), as quais possuem dominios estruteirais
enzimaticos caracteristicos das maltases. O aliehtntas sequéncias de aminoacidos destas
proteinas mostrou uma alta similaridade, e o recgpgml1 compartilha uma similaridade de
98% ao nivel de aminoacidos em relacdo ao Cpm178%ee 83% com as maltases ortdlogas
de An. gambiad Agm3) e deAe. aegypt{Aaml), respectivamente (DARBOUX et,&001;
OPOTA et al, 200§ ROMAO et al, 2006). Asa-glicosidases presentes em larvasQle
quinquefasciatusatravés de ensaios enzimaticos em gel, parecenpreduzidas como
proteinas de membrana no epitélio intestinal (ROM&QI., 2006). EnAn. aquasalisirés
isoformas dea-glicosidases foram caracterizadas no intestindédeeas adultas, sendo a
aGlil e aGli2 na forma secretada e ligada a membrana, etm@amGli3 foi identificada
exclusivamente ancorada a membrana e o padrédopdesse®o mostrou variagdo durante as
fases de vida dos insetos (SOUZA-NETO gt24107).

Ancora GPI

EEE Gt
LieeAedseB00s58

Figura 4. Representacéo esquematica do receptor Cqgml da ®mremCulex quinquefasciatus.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: BinB e BinA: subunidades da toxina Bin. Cqn@ulex quinquefascitusnaltase 1; GPI: Glicosil-
fosfatidilinositol.



Base molecular da interacdo da toxina BirBdaillus sphaericus Romao, T.P. 37

2.8 Resisténcia a®acillus sphaericus

Devido a alta eficacia dB. sphaericusob condicbes de campo, produtos comerciais
a base deste biolarvicida estdo disponiveis e t@mudilizados como agente de controle de
mosquitos em areas urbanas (BARBAZAN et 8097; HOUGARD et al 1993; KUMAR;
SHARMA,; MALIK, 1996; LACEY, 2007; REGIS et 311995; SILVA-FILHA et al, 2001;
THIERY, HAMON, 1998; YADAV; SHARMA; UPADHYAY, 1997) Programas piloto de
controle de populacdes de culicideos vetores, eraszendémicas para filariose bancroftiana
na Regido Metropolitana de Recife, comprovaramcaeh doB. sphaericugpara o controle
populacional de larvas de. quinquefasciatuREGIS et al 1995; 2000; SILVA-FILHA et
al., 2001). Entretanto, a utilizacdo de biolarvicidabase dd3. sphaericuem larga escala,
também demonstrou que populacdedéex submetidas a forte pressédo de selegcéo, podem
apresentar resisténcia a este agente. Casos d&mes foram detectados em campo na
Franga (CHEVILLON et a) 2001; NIELSEN-LEROUX et al 2002; SINEGRE et 3l1994),
na india (RAO et a) 1995), na Tailandia (MULLA et al., 2003), na Tuai§NIELSEN-
LEROUX et al., 2002), no Brasil (SILVA-FILHA et al1995) e na China (YUAN; ZHANG,;
LIU, 2000).

Georghiou et al(1992) obtiveram a primeira colénia (GEO)@epipiensselecionada
para a resisténcia & sphaericusob condi¢cdes de laboratério. Esta colbnia aptesarma
razdo de resisténcia (RR) de 100.000 vezes pdBa sphaericus em relacdo a colonia
susceptivel (WIRTH et gl 2000). Posteriormente, colbnias de. quinquefasciatus
selecionadas em laboratério no Brasil e na Chinen cas cepas 2362 e C3-41,
respectivamente, também apresentaram um elevadbdéwesisténcia (RRL00.000) (PEI
et al, 2002).

Os principais mecanismos de resisténcia a insaidiém sido classificados em duas
grandes categorias: a alteragdo do sitio alvo mketicidas e a detoxificacdo enzimética de
moléculas inseticidas (RANSON; HEMINGWAY, 2005). Nmso da investigacdo da
resisténcia de colbnias @lexsp.ao B. sphaericusa maioria dos mecanismos registrados
até o presente sdo relativas a alteracdo do recg@tmxina Bin, destacando a importancia
desta molécula para a acdo Ho sphaericugTabela 1) A resisténcia na colénia GEO,
primeira colonia investigada, foi causada peladalha etapa de ligagdo da toxina Bin com o
receptor de membrana (NIELSEN-LEROUX et, &995). Este mesmo mecanismo foi

observado na colonia CqRL1/2362 do Brasil e em populacdo de campo resistente (BP)
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do sudeste da Franca (CHEVILLON et,aP001; NIELSEN-LEROUX et al 2002;
OLIVEIRA et al.,, 2004). J4 nas populagbes de campo SPHAE da Frangalks da Tunisia,

0 mecanismo de resisténcia ndo esta relacionadoaciatha na ligacdo entre a toxina, pois
larvas destas col6nias possuem receptores funsior@amicrovilli intestinal (NIELSEN-
LEROUX et al, 2002). Na colbénia SPHAE a detoxificagdo por enzimegterases foi
investigada, porém este mecanismo ndo estava et ala resisténcia (NIELSEN-LEROUX

et al, 1997). E importante ressaltar que o mecanismolta feo processamento proteolitico
das protoxinas Cry d@&. thuringiensis,observado para alguns insetos alvo, ndo foi até o

presente momento reportado para a toxina BiB.d&kphaericus.
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Tabela 1. Colénias deCulexsp. selecionadas sob condi¢des de laboratdrig @apopulacdes de campo expostas ao tratament® &auillus sphaericusjue

apresentaram alteragdes na susceptibilidade agstte.

Colbnia ou Pais Origem Razao de Ligacgéo toxina- Alelo r° Forma de Referéncia
populacédo resisténcid receptor heranga’
GEO EUA Lab >100.000 Nao cpMleo R/IA NIELSEN-LEROUX et al. (1995)
CqRL1/2362 Brasil Lab >100.000 Nao cOmkec RIA OLIVEIRA et al. (2004);
ROMAO et al. (2006)
CqRL2/1AB59 Brasil Lab ~40.000 Nao comkec RIA AMORIM et al. (2007)
RLCq1/C3-41 China Lab >100.000 Nao ND RIA OLIVEIRA et al. (2004)
Kochi* india Campo ~150 ND ND ND RAO et al. (1995)
Coqué Brasil Campo ~10 Sim ND ND SILVA-FILHA et al. (1995)
SPHAE Franca Campo >20.000 Sim ND R/S NIELSEN-LEROUX et al. (1997)
RFCqt China Campo >20.000 ND ND ND YUAN; ZHANG; LIU (20D
TUNIS? Tunisia Campo =750 Sim ND R/S NIELSEN-LEROUX et al. (2002)
BP* Franca Campo >5.000 N&o cpmkp R/S NIELSEN-LEROUX et al. (2002)
cpmip-del
Wat Pikuf Tailandia ~ Campo >125.000 ND ND ND MULLA et al. (2003)
Fonte: Adaptado de Chalegre (2008).
Nota:
!C. quinquefasciatus
%C. pipiens

®Razao entre a concentracao letaBawillus sphaericupara 50% (L&) das larvas em 48h da colénia avaliada e g bBservada para uma coldnia susceptivel

usada como referéncia no estudo.
“R/A: Recessiva autossémica; R/S: Recessiva ligadexo

SAlelo de resisténcia
ND: ndo determinado
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2.9 Base molecular da resisténcia a toxina Bin

A resisténcia de duas colbnias de laboratério e popalacdo de campo teve sua base
molecular elucidada. A andalise da sequéncia do geneeceptor na colénia GEO d&
pipiens revelou que este alelogmkeg) apresentou uma mutagédo pontual, a troca de uma
timina por uma adenina na posi¢cédo 1706, que prorasustituicdo de uma leucina-569 por
um cédon de terminacdo da traducao prematuro.désien gera a expressao de uma proteina
truncada sem a sequéncia de aminoacidos hidro®Imagorcdo C-terminal que sinaliza a
ancoragem via GPI. Esta mutacdo causa a resist@asidarvas uma vez que a proteina é
expressa na forma secretada no limen intestinglpgsibilitanto a interacdo da toxina Bin
com as células do epitélio (DARBOUX et,&002).

A analise do mecanismo molecular da resisténciaotfinia deC. quinquefasciatus
CgRL1/2362 mostrou que as larvas ndo possuem ptoedeincional namicrovilli intestinal
(OLIVEIRA et al, 2004). Nesta col6nia foi detectado o alelo de t@sisacgmkec que
apresenta uma delecéo de 19 nucleotideos (125%;Ig&fadora de uma mudanca na fase de
leitura de 28 amino&cidos e de um codon de térmandraducdo prematuro. Esta mutagéo
levaria a formagdo de um mRNA anormal codificad®udha proteina truncada em cerca de
452 aminoacidos desprovida do segmento C-termirdgd @ncora GPI, a exemplo do que
ocorre na colénia GEO (ROMAO et.aR006) (Figura 5). A proteina truncada de 452
aminoacidos que seria codificada pelo aledmnkec ndo foi detectada em preparacdes de
microvilli intestinal de larvas resistentes, a partir de ess# imunodetecc¢éo, indicando que
esta proteina possivelmente ndo € expressa nas ldavcolonia CqRL1/2362. Neste estudo,
foi produzida entk. coli,a proteina recombinante de 45 kDa da regido N-tedndio receptor
Cgm1, ao invés de 66 kDa, que mostrou capacidadigatgio com a toxina Bin sugerindo
que o epitopo de ligacio estaria localizado negfi@o (ROMAO et aj 2006).

No caso da populacdo de pipiensde campo BP da Franca, foi caracterizada a
ocorréncia de dois alelos de resisténcia denominggimkpr € cpmgp-del. O alelocpmkp
possui uma mutacdonbn-sensk (Q396Stop) que leva a formacdo de um cédon de
terminagdo prematuro, e ocasiona a sintese de toteina truncada com 395 aminoacidos,
desprovida de ancora GPI, a exemplo do que oc@secolbnias GEO e CgRL1/2362. No
alelo cpmXp—del, foi identificada a insercdo de um elementagpanivel no segundo éxon,
que levou a uma alteracdo no processamento do miRBIAImMa delecéo interna de 198 pb.

Este alelo codifica uma proteina dotada de ancéth @is ndo ocorre mudanca na fase de
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leitura do gene, porém a proteina apresenta 51#4odcidos, havendo uma perda de 66
aminoacidos devido a delecdo, que resulta na stapacidade de se ligar a toxina Bin

(DARBOUX et al., 2007). Até o momento, a forma @eamca da resisténcia avaliada a partir
da progénie resultante de cruzamento entre indigicduisceptiveis e resistentes, mostra que

estes alelos sao recessivos.
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Figura 5. Andlise dea-glicosidases presentes em larva£déex quinquefasciatusensiveis (S) e resistentes (R)
aoBacillus sphaericus

Fonte: Adaptado de Romao et al. (2006).

Nota: (A) Ensaio$n gel dea-glicosidases foram realizados com amostras datexiotal de larvas de S e R. (B)
Imunodetecgdo das amostras mostradas em A conooatiantia-glicosidase Cgml. Setas indicam o receptor
Cgm1l. Peso molecular em kDa a direita.

2.10Bacillus thuringiensis

O B. thuringiensis(Bt), assim como dB. sphaericustambém produz proteinas
inseticidas na forma de um cristal e h4 mais des@i@variedades com acado larvicida,
sobretudo parepiddpteroscoledpteros e dipteros (CRICKMORE, N., 2010). Ostais do
B. thuringiensis podem conter uma ou mais toxinas denominadas Crglgemas
sorovariedades, com acdo seletiva para dipteradenpaapresentar também uma toxina
citolitica (Cyt). As toxinas Cry séo alvo de varestudos sobre os mecanismos que envolvem
a interacdo toxina-receptor, devido a ampla utiica de biolarvicidas a base &
thuringiensis e de plantas transgénicas que expressam essamstofBRAVO; GILL;
SOBERON, 2007). A ac¢io das toxinas Cry também dipea interacdo com receptores
especificos nas células do epitélio intestinal kd&gas de insetos e, ap0s a ligacdo aos
receptores, ocorre a inser¢do da toxina na membecanae leva a formacdo de poros nas
células apicais (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007). A maa das toxinas Cry é
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caracterizada por uma estrutura protéica de trédrdos (DE MAAGD et al 2003) (Figura

6). O dominio | € uma regiao formada por seteelices correspondentes a regido N-terminal,
o dominio Il e lll sdo formados por folhfise alcas expostas (BOONSERM; ELLAR; LI,
2003). Nestas proteinas, o dominio | estd reladiora insercdo e formacdo de poros na
membrana (BOONSERM et al., 2005, 2006; GALITSKYakt 2001; GROCHULSKI et al.,
1995; LI; CARROLL; ELLAR, 1991; MORSE; YAMAMOTO; SROUD, 2001). O dominio

Il, através de algcas expostas, (3), é responsavel pelo reconhecimento do receptor e,
portanto, pela especificidade da toxina para otangkro. O dominio Il parece estar
envolvido com o reconhecimento do receptor e refemo a estabilidade da toxina
(RAJAMOHAN; LEE; DEAN, 1998). Aproximadamente 12@gsiéncias de toxinas dat
dentre as 150 identificadas carregam uma estritonaum composta por trés dominios
(CRICKMORE, 2005).

Dominio I Dominio TIT

Figura 6. Representacao esquematica da estrutura protétoaida Cry4Ba.

Fonte: Adaptado de Boonserm et al. (2005).

Nota: A toxina Cry4Ba é composta de trés dominkjse(detalhe dos dominios | formado par-fiélices (B), Il
formado por 3 folhag-e uman-hélice (C) e Il formado por 2 folhgse umaa-hélice (D).
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O modelo de acao das toxinas CrylA proposto atudbr@ossui varias etapas (Figura
7A). 1- As protoxinas Cry, de cerca de 130 kDa, is8eridas pelas larvas, solubilizadas no
limen intestinal e clivadas por proteases na fatentoxina monomérica ativa de 60 kDa. 2-
A toxina ativa se liga a receptores presentes parBaie celular intestinal de larvas. Em
algumas larvas de lepidopteros, uma proteina gaddunciona como receptor primario e
possui alta afinidade de ligacdo com a toxina (G@MEal., 2002). 3- A ligacido da toxina
monomerica a caderina induz mudancas conformasiogaie promovem a clivagem
proteolitica dau-hélice 1 na regido N-terminal. 4- A clivagem paoasez induz a formacéao
de uma forma oligomérica da toxina que tem maidniddde de ligacdo aos receptores
secundarios que sao proteinas ligadas a membranar datestinal através de ancoras GPI.
5- Ocorre a insercao da toxina na membrana e f@mao poro (BRAVO et al., 2004;
JIMENEZ-JUAREZ et al., 2007; SCHNEPF et al., 1998h modelo de ac&o alternativo
proposto para as toxinas Cry que possuem toxicidade dipteros, uma outra toxina, a Cyt,
atua como receptor primario que induz as mudanega$omnacionais nas toxinas Cry
aumentando sua afinidade de ligacdo aos recepsemsdarios e formacdo do oligdmero
(Figura 7B) (PEREZ et al., 2007).

e

o LW W g_a
B m‘ ?

Cyt

Figura 7. Modelo do modo de acao das toxinas Cry e Cyt.

Fonte: Bravo, Gill, Soberén (2007).

Nota: Interacdo sequencial das toxinas Cry comrafites receptores em larvas de lepidépteros (A). 1:
solubilizagdo e ativacdo da toxina; 2: ligacdo daina monomérica no primeiro receptor, caderina ou
glicoconjugado (CADR ou GCR), respectivamente, igdez mudancas conformacionais e clivagen-delice

1; 3: formacao do oligdbmero; 4: ligagdo do oligbmao segundo receptor, aminopeptidase ou fosfateakna
com GPI (GPI-APN ou GPI-ALP), respectivamente; r&er¢do da toxina oligomérica na membrana celular e
formagdo de poro. Papel da toxina Cyt na intoxicagé larvas de dipteros (B). 1: toxinas Cry e Gd s
solubilizadas e ativadas; 2: a toxina Cyt se ins&emembrana e a Cry toxina se liga a um receptor d
membrana ou a propria Cyt; 3: a oligomerizacamdaa Cry € induzida; 4: o oligdmero se insere maniorana
resultando na formacéo do poro.
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2.11 Receptores de toxinas Cry dBacillus thuringiensis

Estudos do modo de acdo das toxinas CryBddhuringiensisem lepidopteros e
dipteros sao pioneiros e diversos receptores gai@xamas ja foram caracterizados (BRAVO,;
GILL; SOBERON, 2007). De forma similar a resisténde culicideos a toxina Bin d®
sphaericusgestudos demonstraram que a diminuicdo ou auséadaiaceptores nmicrovilli
intestinal de lepiddpteros estad relacionada ao ndebamento de resisténcia aB.
thuringiensis demonstrando a importancia da interacdo toxing-r€reptor (JURAT-
FUENTES et al., 2004). Os receptores da toxinapZegentes no epitélio intestinal de larvas
dos insetos alvo pertencem a cinco categorias décalas (Figura 8): caderinas (CADR),
aminopeptidases (APN) com ancora GPI, fosfatasealimhs (ALP) com ancora GPI,
glicoconjugados (GCR) (KNIGHT; CRICKMORE; ELLAR, 29; JURAT-FUENTES et al.,
2004; VADLAMUDI et al., 1995; VALAITIS et al., 2001e umaa-amilase com ancora GPI
(FERNANDEZ-LUNA et al., 2010). As caderinas reprgsen uma ampla familia de
glicoproteinas transmembranares envolvidas nosepsos de adesado e sinalizacéo celular e
possuem um dominio citoplasméatico e um ectodonéritacelular composto de sequéncias
repetitivas de caderinas (CR) expostas na superfieiular (Figura 8B). Em lepidopteros
comoManduca sext@ Bombyx moticaderinas sdo os receptores da toxina CrylA (GDME
et al.,, 2007). EnAe. aegypti e emAn. gambiaealgumas caderinas também servem como
receptores das toxinas CryllAa e Cry4BaBtlprespectivamente (CHEN et al., 2009; HUA
et al., 2008). As aminopeptidases estdo principaientocalizadas no epitélio intestinal de
insetos e exercem funcdes essenciais na digestgwotiinas. Algumas aminopeptidases
foram caracterizadas como receptores das toxinadA@r CrylAc e CrylAb nos
lepidopterosB. mori, Helicoverpa armigera, Heliothis viresceml. sextarespectivamente
(HUA et al., 1998; INGLE et al., 2001; KNIGHT; CRKMORE; ELLAR, 1994; LUO;
TABASHNIK; ADANG, 1997; SANGADALA et al., 1994). Enaspécies de anofelinos, duas
outras aminopeptidases também foram identificadasocreceptores das toxinas Cry B
(HUA et al., 1998; LEHNINGER; NELSON; COX, 1993; EB; CHANDLER;
SANDEMAN, 1999; ZHANG et al., 2008; WANG; ZHANG; Z&NG, 2005) (Tabela 3). O
receptor da toxina CryllAa dBti em Ae. aegyptifoi caracterizado como uma fosfatase
alcalina de 65 kDa (FERNANDEZ et al., 2006). Estadéuula se localiza predominantemente
em células intestinais, nas regides do ceco gastrimtestino posterior das larvas, e esta
ligada a membrana por uma ancora GPl (FERNANDEZ.eP006) (Tabela 4). As toxinas
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CrylAa e CrylAb se ligam a glicoconjugados leymantria dispar(VALAITIS et al., 2001).
Estudos recentes revelaram que uramilase serve como receptor das toxinas CryllAa e
Cry4Ba emAn. albimanugFERNANDEZ-LUNA et al., 2010). Os principais recegds de
toxinas Cry doB. thuringiensisem larvas de lepiddpteros e dipteros estdo desanhs

Tabelas 2 e 3, respectivamente.

GalNac

APN

CADR

Figura 8 - Representacdo esquematica dos receptores da @ryihA.

Fonte: Adaptado de Bravo; Gill; Soberon (2007).

Nota: (A) CADR-caderina; APN-aminopeptidase-N; Afd3fatase alcalina; GCR-glicoconjugados. (B)
Estrutura da caderina BT-R1, contendo ectodomixtimeelular (S), regides de repeticdo da cade@mai-11),
regido proximal a membrana (MPR), dominio transnremdr (TM), dominio citoplasmatico (C).
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Tabela 2. Receptores de toxinas inseticidas CryR#rillus thuringiensispresentes no epitélio intestinal de

larvas de lepidopteros.

Espécie Toxina Receptores Peso (kDa) Referéncia
Bombix mori CrylAa CADR (Bt-R;79) 175 NAGAMATSU et al. (1999)
APN? 110 HUA et al. (1998)
Helicoverpa armigera  CrylAc APN 120 INGLE et al. (2001)
Heliothis virescens CrylAc APN 170 LUO; TABASHNIK; ADANG (1997)
ALP® 68 JURAT-FUENTES et al. (2004)
CADR 210 JURAT-FUENTES; ADANG (2006)
Lymantria dispar CrylAa Glicoconjugado 270 VALAITIS et al. (2001)
CrylAb APN JENKINS et al. (2000)
CrylAc
Manduca sexta CrylAc APN 120 KNIGHT; CRICKMORE; ELLAR (1994)
CrylAb CADR (Bt-R) 210 VADLAMUDI et al. (1995)
Pectinophora CrylAc CADR (BtR) NO FABRICK; TABASHNIK (2007)
gossypiella

Fonte: Adaptado de Ferreira, 2009.

Nota:'CADR - Caderina?APN - Aminopeptidase€’ALP - Fosfatase alcalindND - N&o determinado.

Tabela 3. Receptores de toxinas inseticidas CryBhxillus thuringiensispresentes no epitélio intestinal de

larvas de culicideos.

Espécie Toxina Receptores Peso (kDa) Referéncia
Aedes aegypti CryllAa ALP! 65 FERNANDEZ et al. (2006)
CryllAa CADR* 250 CHEN et al. (2009)
Anopheles albimanus CryllAa a-amilase 70 FERNADEZ-LUNA et al. (2010)
Cry4Ba
Anopheles gambiae CryllBa APN? 106 ZHANG et al. (2008)
Cry4Ba CADR (AgCad1) 200 HUA et al. (2008)
Anopheles CryllBa APN 100 ABDULLAH; VALAITIS; DEAN (2006)

guadrimaculatus

Fonte: Adaptado de Ferreira, 2009.

Nota!ALP - Fosfatase alcaling-Gli - a-Glicosidase’APN — Aminopeptidasé CADR - Caderina
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2.12 Motivos de ligacéo envolvidos na interacao tmas Cry e seus receptores

Além da caracterizacao de receptores varios ava@gosido alcancados em relacao
ao mapeamento de dominios de ligagdo envolvidosntesacdo das toxinas Cry dd.
thuringiensisa seus receptores especificos em larvas de lépiddpe dipteros (Tabela 4). A
interacdo da toxina CrylAb com seus receptoresMensexta a caderina BT-R1 e uma
aminopeptidase, ocorre através da interacédo deedifs algcas do dominio Il com diferentes
regides repetitivas da caderina BT-R1 CR7, 11 ¢GIAMEZ et al, 2001, 2002; GOMEZ et
al., 2003; GRIKO et al] 2007; HUA; JURAT-FUENTES; ADANG, 2004; JENKINS €lt,a
2000). A toxina CrylAc, nos lepidopterbis virescens Pectinophora gossypielldiga-se ao
seu receptor, uma caderina BtR, através do donliniem mudltiplos sitios na regiao
extracelular como CR8, CR9, CR10, CR11, CR12 e=g&io proximal de membrana (MPR).
A toxina CrylAc liga-se a APN d#&l. sextae L. dispar especificamente no motivo N-
acetilgalactosamina (GalNAc) através dos domiriedlll, ao contrario da CrylAa e CrylAb
gue nao apresentam capacidade de ligacdo ao GANMIASSON et al, 1995). Alguns casos
de resisténcia nestes lepidopteros estao relacisradlteracdes na glicosilagdo das proteinas
intestinais envolvidas na ligacdo (GRIFFITTS et @001, 2005). Atsumi et .a(2005)
evidenciaram a interacdo do dominio Il (folndk6 e 322) da toxina CrylAa com uma
aminopeptidase (APN) e. mori As regides de alca-8, folhaf3-4 e alca 3 do dominio |l
na CryllAa estdo envolvidas no reconhecimento sfatise alcalina (ALP) que serve como
receptor namicrovilli intestinal deAe. aegypt{FERNANDEZ et al, 2005, 2006). Em relacio
as proteinas Cry dBt Cry4A e Cry4B com acdo em larvas de mosquitos-sabgue as
regides de alcdo dominio Il, estédo implicadas com a especifioedadnteracéo da toxina ao
seu receptor nomicrovilli intestinal de larvas alvo (ABDULLAH et .al2003). A
caracterizagdo dos dominios de ligagdo envolvidosteracdo toxina-receptor tem trazido
uma grande contribuicdo para o desenvolvimentcsttatégias que visam o aperfeicoamento

das toxinas e de sua aplica¢do no controle deom$BARDO-LOPEZ et al., 2009).
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Tabela 4 —Motivos de ligacdo envolvidos na interacdo dasnesx Cry doBacillus thuringiensise seus receptores especificos em espécies dedagpio e dipteros. Os

receptores pertencem as familias das caderinas RAdninopeptidases N (APN) e fosfatases alcal(iA&PR).

Toxina Dominios de ligacdo na toxina Espécie-alvo Receptor Motivos de ligacdo no Referéncia
Cry receptor
CrylAb I, alca 2 367) Manduca sexta CADR (BT-R1) CR7 (865-875) GOMEZ et a[2001), (2002)
CrylAb Il, alcaa8 (08a ea8b) e alca 2 Manduca sexta CADR (BT-R1) CR11 (1331-1342) GOMEZ et £2003)
CrylAb Il Manduca sexta CADR (BT-R1) CR12 (1363-1464) HUA; JURAT-FUENTES; ADANG (2004)
CrylAb ND Manduca sexta CADR (BT-R1) CR12 GRIKO et a(2007)
CrylAc I, alca 3 310411) Heliothis virescens CADR CR12 (1423-1431) XIE et gR005)
CrylAc ND Pectinophora gossypiella CADR (BtR) CRS, 9, 10, 11 e MPR FABRICK; TABASHNIKO007)
CrylAa I (B164322) Bombix mori APN Residuos 135-198 ATSUMI et §2005)
NAKANISHI et al. (2002)
CrylAb Il,alcas 2 e 3 Manduca sexta APN ND JENKINS et al. (2000)
CrylAc [l Manduca sexta APN Motivo GaINAC MASSON et al(1995)
CrylAc el Lymantria dispar APN Motivo GalNAc JENKINS et al2000)
Cryl1Ba ND Anopheles quadrimaculatus APN ND ABDULLAH; VALAITIS; DEAN (2006)
CryllAa Il, alcaa8 e IIl, 318 ep19 Aedes aegypti ALP R59-G102 e N257-1296 FERNANDEZ et £006), (2009)

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota:

#CR — Dominio repetitivo da porcao extracelular dderina; MPR — Regido proximal & membrana;
® GalNAc - Motivo N-acetilgalactosamina da aminopéasie N; ND: ndo determinado.
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3 JUSTIFICATIVA

As bactérias entomopatdégenas podem ser utilizamtas agentes de controle efetivos
e vidveis operacionalmente, com acgao seletivataqorseguros para espécies nao-alvB. O
sphaericus,devido a alta toxicidade contra larvas @b quinquefasciatuse sua boa
persisténcia em agua poluida, tem sido considemaddom agente de controle para esses
mosquitos em areas urbanas e testes em campo pra@ram a sua efetividade em varios
paises. O controle populacional de vetores, p@vies planos de erradicagdo das principais
enfermidades do nosso pais como a filariose, deagualéria, é considerado essencial para
interrupcdo do ciclo de transmissdo destas doercasvelacdo de aspectos moleculares
ainda desconhecidos da interacdo toxina BirBdoillus sphaericugo seu receptor el@.
quinquefasciatus, Ae. aegyptAn. gambiaeé essencial para a compreensdo do seu modo de
acao nestas espécies e criagdo de novas estratggiagisem o aperfeicoamento do seu
espectro biolarvicida e aplicacdo adequadd@doillus sphaericuga tem uma importancia
fundamental no ambito de controle @alexna cidade do Recife e seu uso pode ser ampliado

para o controle de outras espécies de vetoresdorBiasil.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Qual a base molecular da interagdo da toxina BinBdoillus sphaericuscom

receptores intestinais em larvas de culicideogesgtte doencas?
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5 HIPOTESE

A interacdo da toxina Bin dBacillus sphaericugom o receptor Cqgml em larvas de
Culex quinquefasciatuscorre através de dominios e epitopos de ligagialtd afinidade

conservados tanto na subunidade BinB da toxina camreceptor CqmL1.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo geral

Caracterizar a base molecular da interacdo daadin doBacillus sphaericugom
receptores intestinais de larvas de culicideosreget@ fim de produzir conhecimentos para

subsidiar o aperfeicoamento da utilizacao destamagida

6.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a conservacédo do motivo de ligacao d@#oBin na proteina Cgml em proteinas

ortélogas e paralogas éedes aegypt Anopheles gambiae;

b) Avaliar os fatores que influenciam a ligacdoeesfica do receptor Cqml d@ulex
quinquefasciatua toxina Bin, em relacdo a proteina AamlAge aegypti;

c) ldentificar na subunidade BinB da toxina, magivmvolvidos na ligacdo ao receptor Cqml

deC. quinquefasciatus.
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7 MATERIAIS E METODOS

7.1 Procedimentos experimentais

Na primeira etapa deste estudo foram avaliadascteasisticas dasi-glicosidases
Cgml e Aaml, que podem estar implicadas na suaidape de ligacdo a toxina Bin. As
sequéncias génicas que codificam fragmentos recamtas de 45 kDa de proteinas ortélogas
e pardlogas a Cgml (Cgml-Rec45, Aaml-Rec45, Aam2z®Rédam3-Rec45, Agm3-Rec45,
Agm4-Rec45, Agmb5-Rec45) e as sequéncias de cDNA cpgificam as proteinas
recombinantes Cgml e Aaml foram clonadas para aredacdo em sistemas de expressao
procarioto e eucarioto. As proteinas foram avaliaglaanto a sua capacidade de ligagdo a
toxina Bin através de ensaios de afinidade. Emidagas proteinas Cqml e Aam1l nativas,
obtidas a partir de preparacdesndgerovilli intestinais de larvas, foram analisadas em relacéo

ao padrao de glicosilacéo e capacidade de ligac@wea de ensaios gell-down(Figura 9).

Ohtengdo de proteinas Coml e
Aaml nativas

J i | |

Clonagem e expressio de proteinas de culicideos

Frodugdo de
Froteinas

B cali Reticuldeito 519 Extrato de microwilli
coelho intestinal de latvas

!

Ortilogas
Cogml-Recds
Haml-Recds
Agmi-Fecd5
Paralogas
Aamd-Recds
Sam3-Recdd
Agmd-Fecd’
Agmi-Fecd5

l 4+— Deglicosilagio

Coml -2380-3

Cyml e Aaml

Aaml-39-3

Avaliagio da
capacidade de
lgagdo dtoxina Bin Bin-sefatose

BinB-glutationa sefarose

Ensatos de afinidade Engzatos de pull-down

Figura 9. Representacdo esquemdtica da avaliacdo da cagedie ligacdo de-glicosidases de culicideos a
proteina BinB da toxina Bin dBacilus sphaericus.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Os fragmentos de 45 kDa das proteinas odélog paralogas deulex quinquefasciatyCgmil-Rec45),
Aedes aegypfiAaml, Aam2 e Aam3-Rec45)Anopheles gambia@Agm3, Agm4 e Agm5-Rec45 proteinas
Cgml e Aaml sob as formas recombinantes (retidoldle coelho, Sf9) e nativas foram submetidas aiess
de funcionalidade.
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Na segunda etapa, foram investigadas regifes otopepi da proteina BinB
envolvidos na ligacdo ao receptor Cqml. O genecqddica a proteina BinB foi clonado e a
construcao plasmidial foi submetida a reacdes dag@uneses sitio-dirigidas para gerar novas
construgcdes que codificam proteinas BinB mutantaacédas, com diferentes trechos
deletados na porcdo N-terminal e C-terminal, aléen pdoteinas mutantes contendo a
substituicdo de trincas selecionadas de aminoa@doalaninas. A avaliacdo da capacidade
de interacdo das proteinas BIinB mutantes com egtrarotéicos de larvas d€.

quinquefasciatusontendo o receptor especifico Cqml, foi realizanlavés de ensaios de

pull-down(Figura 10).

Clonagem e expressdo da proteina BinE em B colf

Producdo de l l
- —_—
Proteinas

Mutartes- A5 2

+— Dlutagénese

Mutartes trancadas

BinB

Aoraliagio da
capacidade de igagio
ao receptor Cogml

BEinE BinBhiut ¥ L
BinBMut3top 1 e 2 BinBIiut=K K
EBinBMutBamHI 1, 2 3 BinBNWwFOF
BinBliutBamHI 11od BinBMwTEL

BinELIutBA W
BinBMut ¥R

Receptor Coml
(Extrato-CHAPE)

Enzaiog de pull-down

Eeceptor Copml
(BELIF)

Ensaios de competigio com a Bin [139

Figura 10. Representacao esquematica dos ensaios para ideigimdo motivo de ligacao na proteina BinB da
toxina Bin doBacillus sphaericuso receptor Cqml deulex quinquefasciatus.

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: A proteina BinB recombinante (BinB) e as phoas mutantes derivadas (BinBMuts) foram submetda

ensaios de ligacdo ou ensaios de competicdo paf@rasua capacidade de interacdo com o receptiMona
Cgm1l em preparacdes decrovilli intestinal de larvas (extrato-CHAPS, BBMF)
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7.2 Colbnias de insetos

Foram utilizadas larvas das coloniasG@lequinquefasciatus Ae. aegyptmantidas no
insetario do Centro de Pesquisas Aggeu MagalhdegAM), a 26+ 1° C, umidade relativa
entre 65-85% e fotoperiodo 12:12 h (dia/noite).adsltos foram alimentados em solucéo de
sacarose a 10%, e as fémeas fizeram repasto saogeimGallus sp. As larvas foram
mantidas em cubas com &gua declorada e alimentadasacéo para gatos. Os adultos de
An. gambiaeutilizados nesta tese, foram cedidos pelo Centrd’mbelucdo e Infeccdo de
Anofelinos (CEPIA) do Instituto Pasteur (Paris).ntas ou adultos foram utilizados em
procedimentos de extracdo de DNA e RNA e larvag°destagio foram utilizadas para obter
preparacgdes de fragbesrderovilli intestinal.

7.3 Preparac0es de fragOes ricas emicrovilli intestinal

As fracOes ricas emicrovilli intestinal (BBMF) foram obtidas a partir de landas4°
estagio armazenadas a —80 °C, segundo Silva-Filha, NiklsRoux e Charles (1997). A
dosagem de proteinas foi mensurada segundo o méwd@vadford, utilizando uma curva
padrdo de albumina sérica bovina (BSA) (BRADFOR®Y6). A qualidade das amostras de
BBMF foi avaliada através da determinacdo do eedignento da enzima-glicosidase (EC
3.2.1.20), comparando 1@y de proteinas da amostra inicial do extrato deatgrcom uma
amostra de microvilosidades obtida ao final da gm&gho. Para tal, as amostras foram
incubadas em um volume final de 1 ml do tampaaitctde sddio-fosfato 100 mM, pH 6.5,
contendo 2 mM do substrato p-nitrofeaHb-glicopiranosideo (Sigma) a 37 °C, durante 30
minutos. A atividadea-glicosidase foi avaliada através da variacdo dsorédncia das

amostras a 405 nm. As amostras de BBMF foram amaazs a -70 °C até a utilizacao.
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7.4 FragOes de proteinas de BBMF solubilizadas

Fracbes demicrovilli intestinal das larvas, solubilizadas com detegjeDHAPS
(extrato-CHAPS) foram obtidas segundo Silva-FilR&lsen-LeRoux e Charles (1999). As
amostras de BBMF foram centrifugadas a 100)G04 °C, por 14 minutos e o sedimento foi
incubado com o tampao TBSEA (Tris 19 mM, NaCl 1590,nEDTA 5 mM, pH 7.5) com
CHAPS a 1%, sob agitacdo lenta, por 1 h a 4 °CsApsolubilizacéo, as preparacdes foram
centrifugadas a 100.00§, 4 °C, durante 14 min. O sobrenadante contendpr@teinas
solubilizadas (extrato-CHAPS) foi avaliado atradésdosagem de proteinas e da atividade
glicosidase, antes e ap6s a solubilizagdo, confateserito no item 7.3. As amostras de
extrato-CHAPS foram armazenadas a -70 °C atéiaag#lo

7.5 Ensaio de atividade de-glicosidases em gel

No ensaio de atividade enzimatica em gel, previaeneescrito em Roméao et. al
(2006), foram utilizadas amostras de extrato tetal BBMF solubilizadas em tampé&o de
Laemmli 2X (LAEMMLI, 1970), sem o agente redutoni&rcaptoetanol e sem aquecimento.
As amostras protéicas (H4g) foram submetidas a SDS-PAGE 8% a 4 °C e, apdig@cao
eletroforética, o gel foi equilibrado trés vezesuma solugdo aquosa de Triton X-100 a 2.5%
por 10 minutos, a TA. Em seguida, o gel foi incubadn tampéao citrato de sodio-fostato a
100 mM pH 6.5 contendo 2 mM do substrato 4-metilelifdril a-D-glicosideo (SIGMA),
por 20 minutos a uma temperatura de 37 °C, sobgagitleve. A visualizacdo do perfil de

bandas cataliticas dasglicosidases foi feita em transiluminador de litzawrioleta (UV).

7.6 Ensaios de imunodeteccao

As amostras de proteinas, nativas ou recombinamateserem analisadas foram
submetidas a separacédo eletroforética por SDS-PABGEo0U 8% e as proteinas do gel foram
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transferidas para uma membrana de nitroceluloseGEQRE Healthcare), para posterior
imunodeteccdo. Neste procedimento a membranadqubbhda com leite desnatado a 5% em
tampdo TBS-T (Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-Q@ %, pH 7,4) por 1 h a
temperatura ambiente (TA) e, em seguida, foi indab@om o anticorpo policlonal primario
anti-Cgm1 obtido por Romao et al. (2006), (1:108d4ozido em coelhos) por 16 h a 4 °C, ou
com o anti X-presd (Invitrogen) (1:5.000/produzido em camundongo) pdr a TA. Em
seguida foi feita uma incubacdo com um anticorprursgério anti IgG de coelho para o
primério anti-Cgm1 (1:10.000) (Amersham) ou an@ Ide camundongo para o primario anti
X-press (1: 10.000) (Invitrogen) conjugados a pelase. Entre as incubacbes foram
realizadas lavagens da membrana com o tampéo T@&&-imunodeteccao foi realizada pelo
sistema de quimioluminescéncia E®L(GE Healthcare) ou ImmobildM Western
(Millipore). O anticorpo anti-Cgm1l reconhece denfar especifica o receptor Cqm1l e suas
proteinas ortélogas (ROMAO et al., 2006). O anficopoliclonal anti-Cgm1 foi produzido
no Laboratério de Entomologia do CPgAM e submetidgrocedimento de imunoadsorgéo
(MINSHAL; STANDARD, 2004), com a finalidade de melar a sua especificidade. O
anticorpo anti  X-pres¥ (Invitrogen) reconhece uma sequéncia de aminogcido
(DLYDDDDKD) inserida na por¢do N-terminal de todss proteinas clonadas em vetores de
expressdo pRSET - Novagem®, no caso as proteindS #Pa produzidas efascherichia

coli neste estudo.

7.7 Deglicosilacdo das proteinas Cqml e Aaml nats/a

As proteinas Cgml e Aaml nativas foram tratadas epmimas com atividade de
endoglicosidase a fim de avaliar o efeito das gllagdes sobre a estrutura protéica e a
capacidade de ligacdo com a toxina Bin. Os ext@té8PS obtidos d€. quinquefasciatus
de Ae. aegyptiforam tratados com a enzima N-glicosidase F (PNGasbdlew England
Biolabs) que possui a capacidade de hidrolizarogaN-glicanos de glicoproteinas e com a
enzima Endo H que é mais especifica e cliva esasiticomplexas de manose. O
procedimento foi realizado segundo as recomendag@dabricante, cerca de 10-AQ de
proteinas de extratos-CHAPS e 2U de PNGase F oa Hnidram incubados a 37 °C por 1
hora, em duplicata. Extratos protéicos incubados aeenzima sob as mesmas condi¢cbes
citadas foram utilizados como controle. As amostraisidas e ndo tratadas foram avaliadas
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através de SDS-PAGE seguida de imunodeteccao camianrpo anti-Cgml. A capacidade
de ligacdo das proteinas tratadas com a toxina RinBvaliada através de ensaiospuildi-

downcomo descrito no item 7.11.2.

7.8 Amplificacdo de genes homadlogos ao Cqm1

As sequéncias génicas correspondentes as protetdisas dede. aegyptiAaml-
XP_001660909.1) e An. gambiae (Agm3-ABW98683.1) e pardlogas (Aamz2-
XP_001656785.1, Aam3-XP_001649784.1, Agm4-XP_32@BL5% Agm5-XP_320155.3),
disponiveis noGeneBank(www.ncbi.nlm.nih.gov), foram utilizadas para osdeho de
oligonucleotideos especificos que flanqueiam adcegiénica que codifica a por¢do N-
terminal localizada entre os aminoacidos Q32 addL.8@m massa molecular esperaddlde
45 kDa (Tabela 5). Esta regiao foi caracterizadeegeptor Cqm1 d€. quinquefasciatugor
possivelmente conter o motivo de ligac&o a toxim(ROMAO et al., 2006). Nas reacées de
PCR foram utilizadas amostras de DNA total extmidialarvas de 4° estadio das respectivas
espéciessegundo Ayres et al., (2002), e as reacdes de REGRamplificacdo dos fragmentos
génicos selecionados foram realizadas segundo Ranhad (2006). Cada amostra foi

amplificada em um termociclador BIOMETRA programado para uma etapa de
desnaturacao a 94 °C por 3 min, seguido de 35sc&ci®4 °C por 50 seg, 55 °C por 50 seg e
72 °C por 120 seg, e uma etapa final de 72 °C @anih. Os produtos amplificados foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 1%mpé@o TBE 0,05X (Tris 8.9 mM; acido
borico 8.9 mM; EDTA 2 mM), corado com brometo déded e visualizado em um

transiluminador de luz ultravioleta. Os fragment@nicos amplificados foram purificados

com o kit ‘GFX DNA and Gel Band Purificati® (GE Healthcare), antes da etapa de

clonagem.
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Tabela 5 Sequéncias ortdlogas e paralogas a proteina GBC59609.1) deCulex quinquefasciatusie
Aedes aegyptidami, 2 e 3) e dAnopheles gambia@gm3, 4 e 5)? Identidade de aminoacidos das sequéncias
protéicas em relacdo a sequéncia Cqml.

Nome Identidadé Cdbdigo de acesso nGeneBank Categoria
Aaml 74% XP_001660909.1 ORTOLOGA
Aam?2 43% XP_001656785.1 PARALOGA
Aam3 <40% XP_001649784.1 PARALOGA
Agm3 67% ABW98683.1 ORTOLOGA
Agm4 <40% XP_320159.3 PARALOGA
Agm5 <40% XP_320155.3 PARALOGA

Fonte: Elaborado pelo autor.

7.9 Clonagem e expressao de proteinas recombinantes

As clonagens necessarias para gerar as principassracoes plasmidiais utilizadas na
producdo de proteinas recombinantes em difereigesmsmas de expressdo, estdo descritas
nesta secdo. As preparacdes de DNA plasmidial fosarbmetidas a reacdo de
sequenciamento automatico no ABI Prism 3100 Genktialyzer (Applied Biosytems),
realizada no Nucleo de Plataformas Tecnologicag [Nie CPgAM, com o intuito de avaliar

a identidade e integridade das sequéncias a s¢éveades.

7.9.1 Producéao de proteinas ortélogas e paraloGasrd enEscherichia coli

Foram desenhados oligonucleotideos com sitiossiec@o especificos (Pst | e Hind
[II) que permitiram a amplificacéo e clonagem degmentos do gene do receptor Cgm1l e das
demais proteinas ortélogas e paralogas seleciomedas estudo (Tabela 6). Os fragmentos
génicos correspondentes a por¢cado N-terminal daeipeas ortélogas e paralogas da Cqmil
foram purificados como descrito no item 7.8 e ctlimsaem vetores plasmidiais de expressao
PRSETc- Novagem® (Figura 11). Os plasmideos pRS&btendo o0s respectivos genes
foram utilizados para a transformacéo de célulagpebentes d&. colicepa BL21star, a fim
de obter a expressdo das proteinas recombinanpés. & transformacgédo, as células foram

mantidas em meio de cultura Luria-Bertani (LB) sapéntado com ampicilina (1Q@/ml).
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Uma colbnia da placa foi selecionada para a susagagdo em meio LB liquido e a
expressao das proteinas foi induzida pela adi¢asogeopiltiogalactosideo (IPTG), segundo
Roméao et al. (2006). Aliquotas da cultura, antespés a inducdo com o IPTG, foram
coletadas, centrifugadas a 5.09(or 10 min a 4 C, e as amostras foram submetidas a
eletroforese em SDS-PAGE a 10% para avaliar a sg@oedas proteinas. Para a obtencao das
proteinas recombinantes sob a forma soluvel e paostdilizacdo em ensaios de ligagéo, o
sedimento das culturas contendo as células fouspesso em tampao PBS (N&@, 2.1
mM, NaHPQO, 14 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4), e as células forasadias em um sonicador
(Ultrasonic Homogenizer Cole Parmé), através de 6 pulsos de 30 s, um intervalo de 1
minuto entre os pulsos e com uma amplitude de pdsAa lise, a amostra foi acrescida de
Triton X-100 a 1% e centrifugada a 5.00@or 10 min a 4 C. O sobrenadante obtido foi
utilizado na purificacdo protéica por cromatografiea afinidade, utilizando a resina de
agarose Ni-NTA® (Qiagen) como suporte sdlido. As proteinas recoarties ligadas a resina
foram eluidas conforme ROMAO et al. (2006) e assiras de cada eluato foram submetidas
a SDS-PAGE a 10%, para avaliar a qualidade daeipest purificadas.

Tabela 6 Oligonucleotideos desenhados a partir das se@ségénicas, ortélogas e paralogas ao receptor Cqml
de Culex quinquefasciatugje Aedes aegypte Anopheles gambiaetLetras em negrito indicam sitios de
restricdo na sequéncia dos oligonucleotideos paeazimas Pst(ICTGCAG) e Hind Il (AAGCTT)

Gene alvo Oligonucleotideo Sequéncia

aaml Aaml 1F 5-CAATGCAGCAACATGCGACCTTCTATCAG-3’
aaml Aaml 1R 5-GAAMAGCTT TAGCTGGAAGTTGAACGGCAT-3’
aan? Aedes3434_ Aam?2 1F 5-CAZTGCAG GAAAAGGCGGGATTCTATCAA-3’
aan? Aedes3434_Aam2 1R 5-GAMGCTT CTTCAAATCATTGATCATCCC-3’
aanB Aedes667_Aam3 1F 5-CABTGCAG CAGCACGCCAACTTCTATCAG-3
aanB Aedes667_Aam3 1R 5-GGEAATTC GTTACTCAGAACTTCAAAG-3’
agn8 Agm3 1F 5-GCACTGCAG CAGCATGCCACGTTCTATCAG-3'
agnB Agm3 1R 5-GAAAGCTT CAGCTGAAAGTTGAACGGCATG-3
agmt Ang 8953 _Agm4 1F 5-CABTGCAGTCAGCTGTATTCTATCAAATC-3
agmt Ang 8953_Agm4 1R 5-GAAAGCTT GAAATGAAAATTGAACGGAAT-3’
agnb Ang 00181_Agm5 1F 5-GCBTGCAGCAGCATGCCAACTTTTATCAG-3’
agnb Ang 00181_Agm5 1R 5-GAAAGCTT AAGGACCTCGAAGTTGAACGG-3’

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 11. Principais procedimentos de clonagem dos fragmseg@nicos correspondentes a por¢do N-terminal
de 45 kDa das proteinas ortélogas e paralogas d @qrplasmideo de expressdo pRSETc.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: PF: Oligonucleotidefmrward. PR: Oligonucleotideo reverso. Poli-His: sequédeigoli histidinas.

7.9.2 Producéao das proteinas Cgm1 e Aaml em ldadeticulécito de coelho

Foram desenhados oligonucleotideos para amplificagdlonagem dos cDNAxIM1
e aaml que codificam as proteinas Cgml e Aaml em vetpl@smidiais de expressao
(Tabela 7). Duas construcdes plasmidiais, obtidaROMAO et al. (2006) através da técnica
de GeneRace®, foram utilizadas para montagem dos fragmentos 3 da proteina Cqgml
no 4-TOPO vetor (Figura 12). A localizacdo dosositile restricdo Pst | e Sac | no vetor que
continha o fragmento que codifica para porcdo Nuesl de Cgml possibilitou sua
subclonagem em outra construcdo que continha @aeQiterminal. A nova construcao
plasmidial que continha o cDNAgm1 completo foi submetida a reacdes de PCR com
oligonucleotideos especificos que permitiram a ditgptdo e clonagem do fragmento inteiro
no vetor pRSETc. As sequéncias dos oligonucleatiddiizados para o sequenciamento
interno dos cDNAsgmle aamlestdo descritas na Tabela 8. O cDNA do gasml foi
obtido a partir de RT-PCRs de RNA total de pool de larvas déAe. aegypti segundo
Roméao et al. (2006)As reacbes de PCR levaram a amplificacdo de unmiatp que
inicialmente foi clonado no vetor pGEN-easy. As construcdes plasmidiaggn1pRSETc e

aam1pGEM®T-easyforam utilizadas na transformacdo de célulasEdeoli cepa DH10B
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eletrocompetentes a fim de obter maxi-preparacée®BNMA plasmidial pelo método de lise
alcalina, descrito em Ausbel et al. (1992). Os DNFssmidiais foram digeridos a 37 °C com

as endonucleases de restricdo Pst | e Hind Ill pamale Pst 1le Nco Iparacgmle o0s

fragmentos liberados foram purificados e subclosado vetor plasmidiaPGEM3zf+®
(Promega), para a expressado das proteinas em dgaianscricdo e traduciiovitro neste

sistema.

Tabela 7. Oligonucleotideos desenhados a partir das sem$erdns genexgml e aaml de Culex
quinquefasciatuse de Aedes aegyptirespectivamente. *Letras em negrito indicam siiiles restricdo na
sequéncia dos oligonucleotideos para Pst | (CTGCAG) | (CCATGG) e Hind Il (AAGCTT).

Gene alvo Oligonucleotideo Sequéncia
cqni CpglF New 5-CGRTGCAGTCTCCGAGCAAGATGCGA-3’
cqni Cpg2R New 5-GCRCATGGATTACGCCTGTATCAGCC-3’
aaml AamlF 5-GCACTGCAGAGTTCGGCTGACGAGATG-3'
aaml AamlR 5-GAAAAGCTT CTACACTAAGAAATACTT-3
cqni KosakMutCgm1 1F  5-CGACCTGCAGTCTCCGGCCACCATGCGACCGCTGGGRG
cqni KosakMutCgm1 1R  5-CTCCCAGCGGTCGCATGGTGGCCGGAGACTGCAE®-3'
cqmil HindllIMutCgm1 1F 5-CACTTCCAGCATCTGACCAAACTCCGACGGCACCG ¥
cqmil HindllIMutCgm1 1R 5-CGGTGCCGTCGGAGTTTGGTCAGATGCTGGAAGTG-3’
aaml KosakMutAaml 1F 5-CTGCAGAGTTCGGCTGCCGCCATGCGGCTGTAITG-3’
aaml KosakMutAaml 1R  5-CACTACACAGCCGCATGGCGGCAGCCGAACTCTAG-3'

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 12. Principais procedimentos de construcdo do cDNAyelnecqmle clonagem no vetor de expressao
pPRSETC.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Poli-His: sequéncia de poli histidinas.
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Tabela 8 Oligonucleotideos desenhados a partir das se@segénicas do receptor da toxina Bin €mex
quinquefasciatu¢Cgml) e de sua ortéloga (Aaml) drades aegyptiutilizados na reacdo de sequenciamento
das construcdes plasmidiais.

Gene alvo Primer Sequéncia
cqmil Primer 6 F 5'-CGCCAGGGAGCTCACATGCCGTT-3’
cqml Seqprimer2F 5-ATGCAGAAGAATCCACAAAG-3
cqmi SeqprimerlF 5-AGGGGGTGGTCCGCCGAATAAT-3’
cqmil CpglR 5-GGAAGTGGTGGAAGGTAC-3’
cqml Primer 3R 5-CAGCTGGAAGTTGAACGGCAT-3’
cqml SeqprimerlR 5-ACTCCCCTCTCGCTGTATTA-3
aaml Seq_aaml_1F 5-CATGAAGGCCGCCAGGAGTT-3’
aaml Seq_aaml_1R 5-ACACCGCTGGATTACGATAGTTC-3’
aaml Seq_aaml_2F 5-AACCGGGTGGAGCAAATGATGA-3’
aaml Seq_aaml_2R 5-GATTTCCTCGCCATAGTAAGTT-3’

Fonte: Elaborado pelo autor.

A reacgdo de transcricdo vitro para a producdo dos mRNAs das proteinas Cqml e
Aaml, foi realizada a partir dos respectivos cDNéentidos no vetor pGEM3Zf+
linearizados com a enzima de restricdo Hind lll.rddimadamente 3ug de cada DNA
plasmidial linearizado foi transcrita vitro com 5ul do tampao de transcri¢cao (Tris-HCI 200
mM/MgCl, 30 mM/espermidina 10 mM/NaCl 50 mM), 2 de T7 RNA polimerase 5 yf
(Amersham Biosciences), O de cada rNTP (UTP, ATP, GTP e CTP) a 100 mM,.0,8e
DTT 1 M, 1,5ul do inibidor de RNAse, 10 mM do nucleotideo 7-fgetanosina (CAP) para
conferir maior estabilidade ao mRNA na célula, eaagara completar o volume final de 50
ul. A reacdo foi incubada a 3T por 90 minutos e, apds a incubacao, foram athcios 50
pl de tampé&o TE (Tris 10 mM/EDTA 1 mM) para interqgen a reacdo. A partir do volume
final da reacdo de transcricdo (400, 1 ul dos transcritos foi analisado por eletroforese em
gel de agarose 1%, corado com brometo de etiditsualizado em transiluminador de luz
UVv.

Os mRNAs obtidos foram extraidos com fenolcloroférerecuperados com 30Dde
tampdo TE. Uma aliquota de @l dos RNAs purificados (L pg/ul) foi utilizada no
procedimento de traducdo vitro em sistema de lisado de reticulocitos de coeRabbit
Reticulocyte Lysafe Promega) (2,5l), suplementado com metionina marcada ¢o#n(2,5
uCi/reacdo). A reacéo foi realizada em um termodim@BIOMETRA® a uma temperatura de
30 °C, durante 90 minutos. ApoOs a traducdo, uma alguet 5 pl de cada amostra foi

submetida a eletroforese SDS-PAGE a 10%, o gelkdoado com azul de Comassie e
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submetido a secagem a 66 durante 1 h. Para a visualizacdo das proteimasfilme
autoradiografico Hiperfilml (Amershan) foi exposto ao gel durante 12 h a TAapa
deteccdo das proteinas marcadas E&8nCqm1*°S e Aam1®S). As proteinas Cqm¥Se
Aam1*°S foram submetidas a ensaios pigll-down, para avaliar a sua capacidade de
interagao com a toxina Bin.

Neste procedimento, 0 melhoramento da expressaprdésinas radioativas se deu
através da mutagénese sitio-dirigida QuikCha@ng8tratagene) da sequéncia KOSAK de
cada cDNA em seu plasmideo. O sitio de restricderno para a enzima Hind Il na
sequéncia génica degml também foi removido com intuito de facilitar posbees
subclonagens e as sequéncias dos oligonucleotidiipados na reacdo de mutagénese estdo
descritas na Tabela 7.

7.9.3 Producédo das proteinas Cgml e Aam1 em c8ifas

A producdo das proteinas recombinantes no sisteenaxgressdo heterdlogo de
linhagem de células de tecido ovariano pupal dwégperoSpodoptera frugiperdéSf9) foi
realizada através do Kit InsectSel®@low System (Invitrogen), segundo as recomendacdes
do fabricante. O vetor de expressdo utilizado, @TpPr5-His, contém as seguintes
caracteristicas: um promotor de células eucar®tpara expressao constitutiva do gene de
interesse; gene de resisténcia a zeotifizsionado ao gene GFBréen fluorescent protein
para selecdo e deteccdo de linhagens de céludagisstum peptideo C-terminal fusionado a
proteina recombinante contendo o epitopo V5; caedaistidinas para deteccao e purificacao
da proteina recombinante. Foram desenhados oligmtideos com sitios de restricdo
especificos (Kpn | e Xba 1) que possibilitaram aphficacdo e clonagem dos cDNAs de
cgmle aaml,com sequéncias Kosak mutagenizadas, previameaadds no pGEM3Zf+,
no vetor plZT/V5-His® (Invitrogen) (Tabelas 9 e 1@s cDNAsforam amplificados e
purificados como descrito no item 7.8 e clonadowetor plasmidial pGENT-easy para a
posterior subclonagem no plasmideo plZT/V5-His®digestdo das construcdes plasmidiais
contendo os cDNAsgm1le aamlclonados no pGERIT-easy com as enzimas de restricao
especificas Kpn ke Xba | possibilitou a liberacdo de fragmentos s que foram

subclonados no vetor plZT/V5-His. Os cDNégm1-Se aaml-Scodificam as proteinas sob a
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forma solavel (S) pois ndo possuem em sua sequéBciga o trecho que codifica os 19
altimos aminoé&cidos correspondentes a porcao lidicd C-terminal responsavel pela
ancoragem da proteina ha membrana. Em compensagstas proteinas € acrescida uma
sequéncia de aminoacidos do epitopo V5 que cosigmemunodeteccao alternativa com o
anticorpo anti-V5® (Invitrogen) e cauda de histatin JA os cDNA€gm1-M e aaml1-M
codificam as proteinas na forma ligada & membrarma gpssuem a porgcdo hidrofobica
responsavel pela sinalizacdo da ancora GPIl. As-pnaparacdes e maxi-preparacdes
plasmidiais plZT/V5-His contendo os insertmgml1-Se M e aam1-Se M foram purificadas
através do QIAGEN® Plasmid Purification Maxi Kituélizadas em ensaios de transfeccéo
mediado por lipideos em células Sf9, usando o reagmlfectina® (Invitrogen), segundo as
instrucdes do Kit InsectSeld¥Glow System (Invitrogen). As linhagens celulares
transfectadas foram selecionadas em meio de cufiupfementado com o antibidtico
zeocina®.

Para a analise da expressao das proteinas recondsizgm1-Sfo9-S e Aam1-Sf9-S, o
meio de cultura das linhagens transfectadas feitadb, as proteinas precipitadas pelo acido
tricloroacético (TCA), e as amostras submetidaB3-BAGE 10% e a imunodetec¢cdo com o
anticorpo anti-Cgml. Para analise funcional dasepmas secretadas, 1 a 2 ml do meio de
cultura foi utilizado em ensaios ¢ell-downcom a proteina BinB recombinante, conforme
descrito no item 7.11.2. Para a avaliagdo da es@oedas proteinas de membrana Cgm1-Sf9-
M e Aam1-Sf9-M, foram realizadas preparacdes de lon@mas celulares de cada linhagem
transfectada segundo Pauchet et al. (2005) e snskioimunodeteccdo destas fracdes
celulares com o anticorpo anti-Cgml. Linhagenslass transfectadas com o plasmideo
plZT/V5-His sem inserto foram utilizadas como cotemegativo em todas as avaliagoes.

Tabela 9 Oligonucleotideos desenhados a partir das cadssuplasmidiais dos cDNAsgm1 de Culex
quinquefasciatus aamlde Aedes aegyptilonados em pGEM3Zf+ com as sequéncias Kosak muitzagpas.

Primer Sequéncia
Culex plZT/Sf9 1F 5-CAGGTACCTCTCCGGCCACCATGCGA-3
Culex plZT/Sf9 1R 5-CAGCTAGA GCAGCTGCCGACGAAACCGT-3
Culex plZT/Sf9 2R 5-CAGCTAGA CTACACGAAAATATACCTG-3
Aedes plZT/Sf9 1F 5-CAGGTACCAGTTCGGCTGCCGCCATGCGG-3’
Aedes plZT/Sf9 1R 5'-CAGCTAGA GCAGCTGCCGATGAAGCTCT-3’
Aedes plZT/Sf9 2R 5-CAGCTAGA CTACACTAAGAAATACTTG-3

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: *Letras em negrito indicam sitios de restiigia sequéncia dos oligonucleotideos para KgBGTACC) e Xba |
(TCTAGA).
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Tabela 10 Associagfes de oligonucleotideos e os respedtimgmentos génicos gerados para a expressao das
proteinas Cqml e Aaml solavel (S) e de membrana (M)

Oligonucleotideos Fragmentos génicos
Culex plZT/Sf9 1F — Culex plZT/Sf9 1R cgml-S
Culex plZT/Sf9 1F — Culex plZT/Sf9 2R cgml-M
Aedes pIZT/Sf9 1F — Aedes pIZT/Sf9 1R aaml-S
Aedes pIZT/Sf9 1F — Aedes plZT/Sf9 2R aaml-M

Fonte: Elaborado pelo autor.

7.9.4 Producédo da proteina BinB &scherichia coli

O gene da subunidade BinB de 51 kDa da toxina BiB.d&gsphaericugoi amplificado
a partir do plasmideo pGSP10 que contém o geneagiifica a toxina Bin (BOURGOUIN et
al., 1990) O fragmento génicbinB foi amplificado, purificado e clonado no vetor gtadial
pGEM®T-easy utilizando oligonucleotideos especificos @itins de restricdo inicial para
BamH | e Xho | (Tabela 11)Apés a digestdo da construcéo plasmibiaB/pGEM®T-easy
com as enzimas BamH | e Xholfragmento génico liberado foi subclonado no pidsmde
expressdo pGEX4T3 (Amersham) (Figura 13). A cogétruplasmidiabinB/pGEX4T3 foi
utilizada para a transformacdo de células compdedéeE. coli cepa BL21star, para a
expressdo da proteina recombinante, conforme teswoi item 7.9.1. A purificacdo da
proteina BinB fusionada a uma sequéncia de GSie&tizada de acordo com De Melo Neto,
Standart e Martins de §4995) e Dhalia et al. (2005). A construcédo plasahigermitiu a
expressdo da proteina recombinante BinB fusionadana sequéncia de Glutationa-S-
Transferase (GST). Apoés a purificacéo e dialiseli®®, 40 mM, NaHPO, 5 mM, NaCl 50
mM, Triton X-100 0,1%, glicerol 5%) durante 3 hoeg °C, a proteina BinB recombinante
(BinB-Rec) foi utilizada em todos os ensaios mél-down com extratos-CHAPS d€.
quinquefasciatuse Ae. aegypti ou proteinas Cgml e Aaml recombinantes conforme

descrigcao na secgéo 7.10.2
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Tabela 11.0ligonucleotideos desenhados a partir do dremB que codifica a subunidade BinB da toxina Bin
do Bacillus sphaericus

Primer Sequéncia
P51Bs1FNew 5'- CAGGATCCATGTGCGATTCAAAAGACAATTC -3
P51BS 1R 5'- CACTCGAGCTGGTTAATTTTAGGTATTAATTC -3’

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: *Letras em negrito indicam sitios de restigéa sequéncia dos oligonucleotideos para BanGA{CC) e Xho |
(CTCGAG).

Bt recombinante

Plasmidio p GEX4T3

l PCE com primers especificos l Digestéo

Ligacio

[ i

(% Digestio com enzimeas de %

Festricdn

BBl pGEX

- Transformacio

- Sequenciamento

Figura 13. Principais procedimentos de clonagem do d@nB no vetor de expressdo pGEX4T3.
Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota: Bt: Bacillus thuringiensisGST: glutationa S-transferase.

7.10 Mutagénese do genanB

A finalidade desta etapa foi mapear motivos nagbnat BinB envolvidos na ligagédo
ao receptor Cgml e identificar aminoacidos respaisa por esta interacdo. Os
procedimentos de mutagénese foram realizados cafit @e mutagénese sitio-dirigida

QuikChang® (Stratagene) e atraves de oligonucleotideos dsussisegundo instrucdes do
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fabricante (Figura 14). Foram realizadas trés stalgamutagénese utilizando como molde a
construcdo plasmidial do geb&B clonado no plasmideo pGEX4T3. Na primeira etapa fo
feita a insercédo de cédons de parada prematuratiferantes regiées do gene, a qual leva a
remocao de trechos de aminoacidos na porcao Crgrmdas proteinas mutantes expressas
(BinBMutStopl e 2) (Figura 15). Ainda nesta etdpeam inseridos sitios de restricdo para a
endonuclease BamHem diferentes posic6es no gene para a construc@ootinas BinB
mutantes que possibilitaram a remocéo de difergrieHes N-terminais (BinBMutBamHI 1,

2 e 3) (Figura 15). As regides de aminoacidos deét foram escolhidas com base na analise
de trechos hidrofilicos na sequéncia protéica maigda toxina BinB, através do programa
Proteando DNAStar, deixando-os mais expostos em cad&ip@imutante gerada (CLARK;
BAUMANN, 1990; ELANGOVAN et al.,, 2000). Os oligonlsotideos utilizados nesta
primeira etapa de mutagénese possibilitaram ség&sedies construgdes plasmidiais que
codificam seis proteinas BinB mutantes (Tabela ERjera 27A). As constru¢des plasmidiais
que tiveram sitios de restricdo para a endonuclBaseH linseridos em diferentes posi¢coes
no gene, foram submetidas a uma etapa de digestdi@sta mesma enzima, a 37 °C durante
1 hora, seguida de ligacdo com a T4 DNA ligasesipddsando a remocéo de fragmentos
génicos de 246 pb, 474 pb e 873 pb na porcao Nxiahme cada construto que codificam as
proteinas mutantes BinBMutBamHI 1, 2 e 3, respaatiente. A construcao plasmidial que
codifica a proteina mutante BinBMutBamHI 1 foi suddiida a uma segunda etapa de
mutagénese utilizando o oligonucleotideo BinBMupStaA insercdo de um cédon de parada
prematuro nesta construcao plasmidial gerou unmfesago protéico menor sem as regides N-
e C-terminais, mantendo apenas a regido centnaB{@utBamHI 1Mod) (Tabela 12 e Figura
27A).

Na terceira etapa, a construcdo plasmidial inibiaB/pGEX4T3 foi utilizada em
reacOfes de mutagénese nas quais blocos de 3 amdowémram substituidos por blocos de
alanina em diferentes pontos na sua sequénciaiqadtital. Os seis diferentes blocos de
aminoacidos selecionados para mutagéné8eNL3* 38SkK? MEQF“® 207Tg12%
BIRAV?® e BYRM3*° foram escolhidos de acordo com dados de literaf@LARK;
BAUMANN, 1990; ELANGOVAN et al.,, 2000; SINGKHAMANAN et al., 2009) e
hidrofilicidade das regides analisadas pelo progr&érotean do DNAStar (Tabela 13 e
Figura 27B). Os perfis de expresséo das proteiivd® Butantes foram verificados em SDS-
PAGE e a sua capacidade de ligacdo com a protejmd @eCulexfoi avaliada através de
ensaios depull-down e de competicdo homdloga, descritos nos itens.Z.207.10.3,

respectivamente.
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(@) Sitio alve no gene binB
5 Ensatos de ligacéo

4 Expressio e purificacio
2 Bequenciamento

bing/ 1 Mazi e Mini-preps
PGEX4TS

1

Desnaturacio e
l anelamento dos primers Eeparo do dsDMA pela
Primers maquinaria da XL1

que contém mutacies
mutagénicos

Amplificacio pela B Transformario em céls.
Turbo DNA polimerase competentes ZL1-blue

dsDIA binf incompleto

Digestio do DINA
metilade (molde) com
Dpn I

Figura 14. Principais etapas do protocolo de mutagénese ditigida da construcdo plasmidial gebieB
clonado no vetor de expressdo pGEX4T3 utilizanddkito de mutagénese sitio-dirigida QuikChafge
(Stratagene)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: dsDNA: DNA dupla-fitaDpnl: enzima de restricdo. XL1-blue: linhagemElecoli eletrocompetente.

BamH I Zhol

ll . BinB-Fec A48 aal

StopE2

BinBMutStopl_35kDa — - 366 aa | BBl
Stopl59
- 290 8 "y
BinBMutStop2_44kDa | | | Bnpls
BaraHI 22
BinBMuBamH] | 62kDa  [222%2 | | pupees
BareHI 158
BinBMuBanH] 2 59kDa 1258 | | BBUsHs
_ 291 a Bl 291 -
BinBIMutBarnHI 3_44kDa I [ | Binpis1-+a
BarHI 52 Stop293
- - 156 —
BinBIutBaraHI 1hod_S0kDa |Eha—| | 2|  BinB¥™

Figura 15. Diagrama da localizagao dos cédons de paradagpuens e sitios restricdo para endonuclease BamH
| nas proteinas BinB mutantes truncadas.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Os sitios de restricdo Bamte IXho | flanqueiam o genéinB clonado no vetor pGEX4T3. As barras
indicam as sequéncias de aminoacidos conservadasaden proteina mutante. O numero de aminoacidos
removidos (-) em cada proteina mutante esta deswiina de cada linha.



Base molecular da interacéo da toxina BirBdaillus sphaericus Romao, T.P. 70

Tabela 12 Oligonucleotideos utilizados para mutagénese ditigida da proteina BinB dBacillus sphaericupara obtencao de proteinas BinB recombinantes cogbes
das regides N- e/ou C-terminais removidas.

Oligonucleotideo Mutagao Posié¢aw plasmideo Tamanho Sequéncia relevarite Estratégia
pGSP10 (pb)

MUTBInBStopl_1F c742t 713-771 59 739-5 CCTCGATTCTTG 3-750 Fragmento de 82 aminoacidos N-terminais com a #elee 366 aminoacidos C-terminais,
T mudanca de 82Arg (R) para cédon de parada depaiédim de iniciagdo Met.

MUTBinBStop1_1R 739-3 GGAGCTAAGAAC 5750
A

MUTBIinBBamHI.1_1F Cc742g_t746¢C 715-773 59 739-5 CCTCGATTCTTG 3-750 Delecé&o de 82 amino4cidos N-terminais, mudanca2ded3(R) para Gly (G) e de 83Phe (F) para
G C Ser (S), novo sitio de BamH | depois do c6don @gaigio Met.

MUTBInBBamHI.1_1R 739-3' GGAGCTAAGAAC 5'-750

C G
MUTBInBStop2_1F c9749g 955-993 39 967-5 GTATTGTCAAR'-978  Fragmento de 158 aminoacidos N-terminais com acéelale 290 aminoacidos C-terminais,
G mudanca de 159Ser (S) para cédon de parada depoi&idn de iniciacdo Met.
MUTBInBStop2_1R 967-3' CATAACAGTTTA 5-978
C
MUTBIinBBamHI.2_1F t970g_t971g_g972a_a975c 944-1001 58 967-5 GTATTGTCAAAT 3-978 Delecédo de 158 aminoacidos N-terminais, mudanca5&teu (L) para Gly (G), novo sitio de
GeA C BamH | depois do cédon de iniciagcdo Met.
MUTBIinBBamHI.2_1R 967-3' CATAACAGTTTA 5-978
CCT G
MUTBInBStop3_1F 91375t 1352-1398 47 1366-5' GGAATATGAA 3'-1377 Fragmento de 292 aminoacidos N-terminais com acéeledle 156 aminoacidos C-terminais,
T mudanca de 293Glu (E) para c6don de parada depaédbn de iniciagcéo Met.
MUTBInBStop3_1R 1366-3' CCTTATAGACTT 5-1377
A
MUTBIinBBamHI.3_1F al369¢g_t1370g_t1374c 1343-1400 58 1366-5 GGAATATCTGAA 3-1377 Delegdo de 291 aminoacidos N-terminais, mudang@9d#e(l) para Gly (G), novo sitio de BamH |
GG c depois do codon de iniciagdo Met.
MUTBIinBBamHI.3_1R 1366-3' CCTTATAGACTT 5-1377
cC G

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota:

# Refere-se a posigéo da primeira e Gltima baseigoralcleotideo na sequéncia do gene da toxina Bmplasmideo pGSP10 de 4.822 pb.

b Sequéncia de interesse em cada primer que foi muteste estudo, a sequéncia original esta naguagior e os nucleotideos modificados localizadzsxo da mesma.
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Tabela 13 Oligonucleotideos utilizados para mutagénese ditigida da proteina BinB dBacillus sphaericupara a obtencao de proteinas BinB recombinantestioca
de aminoacidos substituidas por alaninas.

Oligonucleotideo

Mutacéo

Posi¢&ono plasmideo Tamanho

Sequéncia relevant®

Estratégia

MUT YNL_AAA_1F

T5920_ab93c_ab95g_ab96C_c598g_t599¢

592-5' TATAACCTT 3'-600
GC GC GC

Substituicdo dos aminoacidos 32YNL34 por Alaninas.

MUT YNL_AAA_1R

592-3' ATATTGGAA 5’-600
CG CG CG

MUT SKK_AAA 1F

16109_a613g_ab14c_ab16g_abl7c

610-5" TCAAAAAAA 3'-618
G GC GC

Substituicdo dos aminoacidos 38SKK40 por Alaninas.

MUT SKK_AAA 1R

610-3' AGTTTTTTT 5-618
C CG CG

MUT FQF_AAA 1F

T9379_t938c_c940g_a941c_to43g_toddc

937-5' TTTCAATTC 3'-945
GC GC GC

Substituicdo dos aminoacidos 147FQF149 por Alaninas

MUT FQF_AAA 1R

937-3' AAAGTTAAG 5-945
CG CG CG

MUT TSL_AAA 1F

Al117g_t1120g_t1123g_t1124c

1117-5ARCCTTA 3'-1125
G G GC

Substituicdo dos aminoacidos 207TSL209 por Alaninas

MUT TSL_AAA 1R

1117-3' TGTAGGAAT 5'-1125
cC C cCG

MUT RAV_AAA 1F

A1189g_g1190c_t1196¢C

pGSP10 (pb)
562-633 72
588-64 63
904-972 69
1093-1145 53
1166-1219 54b

1189-5° AGAGCAGTF1197
GC C

Substituicdo dos aminoacidos 231RAV233 por Alaninas

MUT RAV_AAA 1R

1189-3' TCTCGTCAA 5'-1197
CG G

MUT YRM_AAA 1F

116579g_al658c_c1660g_gl661c_al663g_t1664c

1624-1690 67

1657-5 TATCGAATG 3'-1665
GC GC GC

Substituicdo dos aminoacidos 387YRM389 por Alaninas

MUT YRM_AAA 1R

1657-3' ATAGCTTAC 5-1665
CG CG CG

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota:

# Refere-se a posigéo da primeira e Gltima baseigoralcleotideo na sequéncia do gene da toxina Bmplasmideo pGSP10 de 4.822 pb.
b Sequéncia de interesse em cada primer que foi muteste estudo, a sequéncia original esta naguaegior e os nucleotideos modificados localizadzsxo da mesma.
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7.11 Ensaios de interacdo entre proteinas de culigios e a toxina Bin

Os ensaios tiveram o objetivo de avaliar a inteyagétre proteinas de culicideos e
toxinas Bin em relacdo a duas abordagens. A pr@nuansistiu em avaliar a sua capacidade
de ligacdo de diferentes proteinas de culicideatsyas e recombinantes, (proteina-teste) em
relacdo a proteina BIinB (proteina-referéncia),vésade ensaios de afinidade muil-down
Na segunda etapa as proteinas BinB mutantes (paetieste) foram avaliadas em relacdo a
sua capacidade de ligagdo com o receptor Cgmlongpinoteina-referéncia), obtido de
preparacdes denicrovilli intestinal, através de ensaio gell-down e de competicdo. Os

ensaios estao descritos nas secdes a seguir.

7.11.1 Ensaios de afinidade

Os ensaios foram realizados segundo Silva-Filhalskin-LeRoux e Charl¢4999) e
sdo baseados na incubacdo da toxina Bin imobilizathee microesferas de resina (CNBr-
activated Sepharose4B®, Amersham) com as proteécasmbinantes de interesseu@), na
auséncia e na presenca de um excesspgy@0a toxina Bin livre, usada como competidor. As
incubacdes foram feitas em um volume final de 1l0@e tampé&o PBS/Azida 0.02%, pH 7.4,
durante 2 h a TA. Apés a incubacdo, as microesiiradoram lavadas com PBS/Az,
recuperadas por centrifugacao (20.@0@ °C, 15 minutos), separadas por SDS-PAGE 10%,
transferidas para uma membrana de nitroceluloaghmetidas a imunodeteccdo, conforme
descrito no item 7.6. A toxina Bin utilizada nes&saios foi produzida em culturas Ble
thuringiensiscepa 4Q-82 transformada com o plasmideo pGSPIleraio o gene que
codifica a toxina Bin (BOURGOUIN et al., 1990),@ processadmn vitro para a forma ativa

segundo Nielsen-LeRoux e Charles (1992).
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7.11.2 Ensaios deull-down

Os ensaios dpull-downforam adaptados a partir do protocolo descritoDdralia et
al. (2005) e tém o mesmo principio metodologico dosiessde afinidade que é avaliar a
ocorréncia de interagdo entre a proteina BinB réooamte (selvagem ou suas mutantes),
imobilizada em resina de glutationa sefaros& 4BS) (Amersham) e as proteinas nativas ou
recombinantes de culicideos. A proteina BinBuf, produzida em células d&e coli, que
tem fusionada a sua sequéncia a proteina glutaBetnansferase (GST), foi imobilizada na
resina GS (1Ql) e incubada com proteinas Cgm1 ou Aam1l de prefasanativas (2Qg ),
ou recombinantes produzidas em lisado de retidol@® coelhq2 pg ) ou recombinantes
produzidas em células Sf9 e secretadas em meialtleac(40ug) a 4 °C, durante 2 h, sob
agitacdo em um volume final de 2(0de tampao BB3 (KCI 100 mM, Mg&ll mM, HEPES
50 mM, NP40 0,2%, glicerol 5%). Para avaliar a edjpedade da ligagcédo, foram feitas
incubacdes controle com a proteina GST imobilizadae a resina (GST-GS) e também com
a resina de glutationa bloqueada com BSA (BSA-@8§s a incubacdo, as amostras foram
centrifugadas (1.500, 2 min a 4 °C), e o sedimento foi submetido a $FIA&E 8 a 10%,
transferéncia para membrana e imunodeteccao capoiga anti-Cqml, conforme descrito

no item 7.6.

7.11.3 Ensaios de competicao

A toxina Bin radiomarcada (Bir?) utilizada nestes ensaios foi produzida em cultura
de Bt cepa 4Q-82, anteriormente descrita, e 0 processarnrenritro da toxina Bin para a
forma ativa e a marcacéo coi’lfoi feita segundo Nielsen-LeRoux e Charles (198pps o
procedimento de iodinacao foram determinadas aerdragdo de proteinas e a sua atividade
especifica (cpm/pmol de proteina). No ensaio depetigéio a toxina Binf> (10 nM) foi
incubada com preparacdoes de BBMF () de C. quinquefasciatus;ontendo o receptor
Cgm1,na auséncia e na presenca de um excesso (1.008entitlerentes competidores nao
marcados que foram a toxina Bin, a proteina Binds eéespectivas mutantes. As curvas de

competicdo foram feitas na presenca de concensagéscentes (0, 3, 10, 30, 100, 300, 1000
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e 3000 nM) dos competidores ndao marcados. As ind@sade cada ponto experimental
foram feitas em um volume final de 1p0de tampéao PBS/Az 0.02%/BSA 0.01% pH 7.4,
durante 16 h a TA. ApGs a incubacéo as amostramfoentrifugadas (8.700 g, 15 minutos, 4
°C) e lavadas trés vezes em tampdo PBS/Az pH 7s4veges. O sedimento, contendo a
toxina Bin-f*° ligada & BBMF, foi homogeneizado em liquido detiEipdo (ScintiSafe

Plug]) e analisado em um contador de emissao de pagibeta (Wallac-PharmaCia



Base molecular da interagdo da toxina BirBdaillus sphaericus Romao, T.P. 75

8 RESULTADOS

Os resultados deste trabalho foram agrupados em lWocos, sendo o primeiro a
caracterizagdo da interacdo da toxina Bin com-gkcosidases de culicideos e o segundo a
identificacdo do motivo envolvido na ligacdo aoemor Cgml em larvas d€ulex

quinquefasciatusa subunidade BinB.

8.1 Caracterizagdo da interacdo da toxina Bin com-glicosidases de culicideos

Estudosn silico revelaram proteinas ortélogas e paralogas a Cqgralgjumas destas
foram selecionadas para investigar uma regiao mepter Cgml, que potencialmente
conteria 0 motivo de ligagcdo a subunidade BinB.aRFoproduzidos fragmentos protéicos
recombinantes para analisar a sua capacidade el@gadb com a toxina BinB. A analise
comparativa do receptor nativo Cqm1 com a proteftédoga Aam1 expressa ehe. aegypti
espécie naturalmente refrataria Bacillus sphaericusrevelou caracteristicas peculiares de
cada proteina, importantes para determinar a sig@ducomo receptor da toxina Bin.

8.1.1 Andlisen silico de proteinas ortdlogas e paralogas a Cqm1l

Foram realizadas buscas GeneBanlde sequéncias génicas Ale. aegypte deAn.
gambiaeque codificam proteinas ortélogas e paralogas eepter Cqml, para avaliar sua
conservacdo em outras espécies de culicideos. @eimeis ortélogas sdo aquelas cujas
sequéncias possuem o mais alto grau de semelhan¢dentidade com a sequéncia de
interesse e que provavelmente executam funcOesvadepies. As paralogas possuem
sequéncias com menor identidade de aminoacidosudoag ortdlogas, mas também tém
funcdes equivalentes. A analise mostrou que varigkcosidases de insetos tém homologia
com a Cgml e algumas destas foram selecionadasg@@studo (Tabela 5). Dentre estas
proteinas ha&x-glicosidases ortélogas, que sabidamente possugitioade ligacdo da toxina

Bin, pois ja foram descritas como receptores fumai® da toxina entC. quinquefasciatus
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(Cgml), C. pipiens (Cpm1l) e An. gambiae(Agm3). Ha a-glicosidases paralogas que
possivelmente ndo devem possuir 0 motivo de ligagidon de uma ortéloga efe. aegypti,

a Aaml, que sabidamente ndo desempenha o papeicéptar visto que esta espécie é
refratéria adB. sphaericusEstes dados apontam que o motivo de ligacdo aadsim pode
estar presente em sequéncias protéicas ortologaSutix e Anophelese ausente em
sequéncias paralogas, bem como na ortéloga Aam1.

O alinhamento da sequéncia do receptor Cgml asései@s correspondentes
ortélogas e paralogas de. pipiens Ae. aegypti An. gambiaerevela multiplos trechos
conservados na porcdo N-terminal da grande mai@asa-glicosidases e alguns segmentos
mais divergentes na porcao C-terminal (Figura AGegiao de 45 kDa do receptor que vai da
Q32 até a L320 é bastante conservada entre asns&pi@énicas que codificam para as
proteinas ortdlogas e paralogas a Cqgml seleciormmtaseste estudo, além de nao possuir
introns em seu interior possibilitando uma facdiel@aperacional. Além disso, a regido de 45
kDa N-terminal (Rec-45 kDa) do receptor Cgm1l (Q8218820) emC. quinquefasciatuti
apontada previamente pelo nosso grupo como a palteregido do motivo de ligacdo a
toxina Bin (ROMAO et al., 2006). A partir destasd@ncias foi feita uma avaliagco funcional

de fragmentos de 45 kDa de algumas proteinas gasle paralogas a Cqml.
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gi | 84621561 gb| ABC59609. 1] Cqnil eEYVHK T GT KYVEL L EERRGEDSFLgVENVAGAEDTVEEGDF V- SKSKAENEYDI GKLTIGPYDE
gi | 126009678| gb| ABN64094. 1| Cpni ecyVHKTYGTKY YL LIRENRGEDSFL SKSKAENEYDI SKLTHGPYDE
gi | 157126497| r ef | XP_001660909. Aani €DF L HRTYGT STLKAEDVYE! SKVTRGPYDE!
gi | 159792926| gb| ABV®8683. 1| AgnB L VHEEFKHRTYGP SNYKAEDEYDI L QHDE
gi | 157136230 r ef | XP_001656785. Aang FoHesV! K L = SKLRFEVWGVNEHHI REGAYATNDI LML PHEE
gi | 157107450 r ef | XP_001649784. AanB KQRILREETFE! KLYDENLLVYKREIADVSTI W aLEFEl| TSSLQTNYI DeTWDRDQ VPADAAI YEGN! KN
gi | 118792106 r ef | XP_320159. 3| AGMA VRK- - = - - =« - = =« = = 0 m @ m e ot @@ @ n e e e e e e e e e e eeaeoeeeeomaoaas
gi | 118792103 ref | XP_320155. 3| Agnb VRERKQRIRRN: - - - - = - = - = < = - < - <o e oo DENAYGRR: - - - - = === === - - - -

gi | 84621561 gb| ABC59609. 1| Cqml  AAAIINLEI GLLLAI MARYI FV
gi | 126009678| gb| ABN64094. 1| Cpmil  AAAI NLEI GLLLAI MARYI FV
gi | 157126497| r ef | XP_001660909. Aanl. AAAI QLELSWVI ALI VKYFLV
gi | 159792926| gb| ABV®8683. 1| Agn8  ASVWRLELI VALLAAVEHLF-
gi | 157136230 r ef | XP_001656785. Aan? VDRLQEEI CETW.EQ - - - - -
gi | 157107450 r ef | XP_001649784. AanB GV- - - === -=cmemmn-
gi | 118792106 r ef | XP_320159. 3| AQM - --=--=--c=--co-co-=-
gi | 118792103| ref | XP_320155. 3| AQNB - --=--=--c=--c--c2-=-

Figura 16. Alinhamento mdultiplo de sequéncias de aminoacidsspioteinas homologasiaglicosidase Cgml, receptor da toxina BinRixillus sphaericugm larvas de
Culex quinquefasciatus.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Tragco em vermelho delimita a regido N-terrhiohe 45 kDa das proteinas. Trago em verde delimitagido da dele¢do de uma proteina mutante gxpdel, ndo
funcional, descrita em Darboux et al. (2007). Astginas ortélogas a Cgml @rilex pipiens(Cpml), Aedes aegyptfAaml) e Anopheles gambiaAgm3) e os seus
nuameros de acesso no NCBI estdo em azul. As past@iaralogas déedes aegypiAam2 e Aam3) e dénopheles gambia@gm4 e Agm5) selecionadas para o estudo
estdo em preto. Alguns residuos conservados nesmae ortdlogas e divergentes nas paralogas estdermelho. As caixas azuis marcam os sitiosidesylacao preditos
em Cgm1l, Cpml, Aaml e Agm3.
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8.1.2 Expressao e funcionalidade das proteinatoget® e paralogas a Cqml &scherichia

coli.

Os fragmentos do gene do receptor Cqml e das deondibgas e paralogas
selecionadas, correspondentes a porcdo N-termendb kDa, foram amplificados a partir do
DNA gendmico de larvas dé. quinquefasciatysde. aegypte An. gambiaeAs associacdes
de primers utilizadas geraram os seguintes fragmeggnicosaam1[1882 pb,aam2[1912
pb,aam301906 pb,agm4[1900 pb,agm50897 pb que foram clonados em pRSETc (Figura
17A). As contrucdes plasmidiais correspondentegyiéio de 45 kDa da proteina Cgml1QGie
quinquefasciatu® da Agm3 deAn. gambiaegeraramfragmentos génicos de 867 e 879 pb,
respectivamente, e foram obtidos anteriormenteRpondo et al. (2006) e Ferreira (2007). Os
fragmentos génicos foram utilizados na clonagemodygédo de proteinas recombinantes de
45 kDa, correspondente a regiao entre a Q32 e (FHg0Qra 17B)

acernd s acmd  agm 4 agm
las0 —
A 1a00 —
230 —
as0 —
M
& & ﬂs?‘?*
Ve ?90 ?3” tﬁ' ?9? ‘:;&? 5
a0 —
B o —

Figura 17. Amplificacdo dos fragmentos génicaaml, aam2 aam3de Aedes aegyptet agm4 e agm5de
Anopheles gambiae expressao das proteinas recombinantes Rec-4&gPd, Aaml, Agm3, Aam2, Aam3,
Agm4, Agm5 e da proteina contrdle¥Al delLeishmania majar

Nota: (A) Fragmentos génicos amplificados por PCRagir dos genes homdlogesml, aam2 aam3de
Aedes aegype dos geneagm4e agm5de Anopheles gambiaseparados por eletroforese em gel de agarose a
1%. Os fragmentos génicos amplificados possuem®B82,906, 900 e 897 pares de bases (pb) respmeinia.

(B) Expresséao das proteinas recombinantes Cgml11lAagm3, Aam2, Aam3, Agm4 e Agm5 d85 kDa e da
proteinaLm4Al utilizada como controle negativo, separadasSi®-PAGE a 10% e coradas com azul de
comassie. PMPeso molecular em pb em A e em kDa em B.
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Os ensaios de afinidade empregados para verificeeipacidade de interacdo das
proteinas recombinantes de 45 kDa com a toxina @@mostraram que todas se ligaram
especificamente a toxina Bin imobilizada (Figurd).1Ra presenca de um excesso do
competidor (toxina Bin), as respectivas bandas foéam observadas o que demonstra a
especificidade de ligacdo. O controle positivo,reepntado pela Cqgml-Rec45, ligou-se
especificamente as esferas-Bin e o controle nagatpresentado pela Lm4A1l, uma proteina
recombinante de iniciacdo da traducdolLdeshmania majqrque nao apresentou 0 mesmo
perfil de competicdo apresentado pelas demais ipastdestadas no ensaio, apesar de sua
ligacdo inespecifica com a resina (Figura 18). Esseltado incita algumas afirmacdes: o
motivo de ligacdo a toxina Bin estaria conserva@doregido N-terminal das proteinas
ortélogas e nas paralogas analisadas, inclusiv@noésinas cuja identidade € inferior a 40%
em relacdo a Cgml; uma vez que a capacidade dgdiga toxina Bin foi detectada no
fragmento Aaml, a refratariedade &m. aegyptpoderia ser determinada por outros fatores

nesta proteina que impedem a sua interacdo corina Bin.

Pr Coml Aaml Agm3 Aam?2 Aam3 Agmd Agmi Lmed A1
+ + + + + + + = o
70—
a0 — S
30— — -— — — . - —
a—

Figura 18. Ensaio de afinidade entre as proteinas recomigisa@gml-Rec45 d€ulex quinquefasciatus
(controle positivo) Aam1, Aam2 e Aam3-Rec45 dedes aegype Agm3, Agm4, Agm5-Rec45 denopheles
gambiee Lm4Al delLeishmania major(controle negativole a subunidade BinB dBacillus sphaericus
imobilizada em resina de sefarose.

Nota: As proteinas recombinantes de culicideosridrecubadas com a subunidade BinB, separadas em SDS
PAGE 10%, transferidas para membrana de nitrocudosubmetidas a imunodeteccdo com anticorpdXanti
press™ (Invitrogen). Incubacéo realizada na presencae(fj auséncia (-) da toxina Bin livre utilizada com
competidor. PMPeso molecular em kDa.

Apoés esta andlise, o cDNA completo do geaenlclonado no vetor pRSETC foi
utilizado para a producédo e avaliacdo da Cgml rbownte total (Cqgml-Rec). A proteina
Cgm1l-Rec apresentou um peso molecular de aproximatda 66 kDa (Cgml-Rec66),
entretanto, ndo foi possivel expressar quantidadiésientes desta proteina para emprega-la

em ensaios funcionais.
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Apesar da funcionalidade dos fragmentos recomhasarde a-glicosidases de
culicideos observada nos ensaios de afinidade,périemte considerar que o dobramento
destas proteinas possivelmente ndo € adequadaymia a sua especificidade de ligacdo a
toxina Bin. E sabido que um sistema de expressémapoto ndo insere todas as modificacdes
pds-traducionais, possivelmente requeridas panacdnalidade de uma proteina eucariotica,
tendo sido essencial dar continuidade ao trabadhno proteinas expressas em sua totalidade
estrutural. Para esta etapa de estudo foram sedeld@e a proteina Cgml e a sua ortdloga
Aaml cujo alto nivel de identidade (70%) associadbferentes caracteristicas de ligacdo a
toxina Binin vivo serviucomo um modelo de estudo para investigar aspegtpsriantes

envolvidos na interagdo com a toxina Bin.

8.1.3 Expresséo e funcionalidade das proteinas GgemBAaml em lisado de reticulécito de

coelho.

As proteinas Cgml e Aaml recombinantes foram priddszem um sistema de
expressao eucarioto que utiliza lisado de célutaseticulocito de coelho com capacidade de
inserir modificagbes pods-traducionais nas molécubxpressas tais como acetilagéo,
isoprenilacdo e alguns tipos de fosforilacdo, ndéardgn, algumas modificagbes como
glicosilacdes ndo sao possiveis. A reacao de PCGRrdrucao plasmidial do cDNA dgm1
clonado no vetor 4-TOPO possibilitou a amplificagddonagem de um fragmento [d&800
pb no pRSETc. A reacdo de PCR do cDNA do gem@l,obtido a partir de RT-PCRs de
RNA total de umpool de larvas deAe. aegypti,tambémlevou a amplificacdo de um
fragmento dé]1800 pb que foi clonado em pGEM easy. Os fragmentos génicos liberados
das digestdes das construcdes plasmidigisl P RSETc eaam1pGEM®T- easycom Pst | e
Hind Il foram subclonados no pGEM3Zf+ para os ésae transcricdo e traduciovitro.

Na transcricadn vitro, os mMRNAs produzidos a partir dos cDNAgm1 e aaml foram

obtidos para a producéo das proteinas recombinaresdas corftS.A proteina Cqm12S

migrou com peso molecular aproximado de 66 kDaila&iro seu tamanho expresso Em
coli, e a Aam1*®S apresentou um peso molecular cerca de 70 kDaréFi®).

As proteinas Cqmi>S e Aam1*®S foram submetidas a ensaios pigl-down, para
avaliar a sua capacidade de interacdo com a toggmmbinante BinB, no entanto, nenhuma

delas mostrou capacidade de interacdo com a swdneninB imobilizada (Figura 20). A
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proteinaLmEIFG3**Sde L. major, obtida sob as mesmas condicdes e utilizada comtoote
positivo do ensaio, foi capaz de ligar-se a pratemEIF4A1 imobilizada na resina, pela qual
tem afinidade, demonstrada pela presenca de und lolen70 kDa (Figura 20). A auséncia de
ligacdo da proteina Cgml a toxina Bin sugere gueistema de expressao utilizado nao é

adequado para avaliar esta proteina em relacém iateuacdo com a toxina Bin.

P Aaml-35  Cgml-333

Figura 19. Proteinas Aam>Se Cqm1®*®s de Aedes aegypt Culex quinquefasciatyproduzidas através de
traducdan vitro em células de lisado de reticuldcito de coelhpasedas em SDS-PAGE a 10% e visualizadas

por autoradiografia.
Nota: PM: Peso molecular em kDa.

PM Cqm1-735 Aaml1-55  LmEIFG3-38

Trad G3T BinB Trad GET BinB Trad G3T LmEIF441

Figura 20. Ensaio depull-down entre as proteinas Cqm e Aam1®®S e a subunidade Bina toxina Bin
imobilizada em resina.

Nota: O ensaio entre as proteilasEIFG3°S e LmEIF4Al de Leishmaniasp imobilizada em resina foi
utilizado como controle positivo do experimento.pketeinas foram separadas em SDS-PAGE a 10% lgf@i ge
exposto a um filme autoradiografico. Trad. Proteffia traduzidas sem incubagéo. GST. Prot&@adncubada
com glutationa S-transferase. BinB. Proteffa incubada com a subunidade BinB da toxinmEIF4A1.
Proteina®™S incubada com a proteihanEIF4A1. PM:Peso molecular em kDa.
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8.1.4 Andlise das proteinas Cqml e Aam1l nativas.

A auséncia de funcionalidade da proteina Cgml @idduno sistema de expressao de
reticuldcito de coelho levou a avaliacdo de carétteas das proteinas Cgml e Aaml nativas
obtidas de amostras dmicrovilli intestinal de larvas. Nesta analise foi realizada a
imunodeteccdo de extratos totais de larvas uttdiagan anticorpo anti-Cgm1l, o perfil de
bandas cataliticas de-glicosidases e o padrdo de glicosilacdo das maei A
imunodeteccdo de extratos protéicos@equinquefasciatue de Ae. aegyptsubmetidos a
SDS-PAGE 10% com o anticorpo anti-Cqm1, reveloupeniil de migracéo para as proteinas
Cgml e Aaml nativas de 66 kDa e de 73 kDa resactate (Figura 21A). Os ensaios
enzimaticos de atividade deglicosidase em amostras de BBMF @equinquefasciatug

Ae. aegyptapresentaram 4 bandas cataliticas (Figura 21B)uaddetec¢cdo com o anticorpo
anti-Cgm1 revelou que as bandas correspondentpsotesnas Cqml e Aaml, na condicao
semi-desnaturante deste ensaio, migram com pestexuteses diferentes superiores a 80
kDa (Figura 21C). Os dados demonstram quen-agicosidases Cgml e Aaml nativas
possuem perfis de migracdo distintos nas duas ¢beslitestadas e indicam diferencas

conformacionais nestas moléculas.

A B C
Prd Cagml Aaml Prd Caml &aml Prd Caml Aaml
80— 15 —— 115 — . ‘_.g
— -
88—
n—
64 ——

o — e
64 M

Figura 21. Andlise das proteinas Cqml e Aaml obtidas deapsepes denicrovilli intestinal de larvas de
Culex quinquefasciatusAedes aegyptiespectivamente.
Nota: A. Proteinas separadas em SDS-PAGE 10% eedidam a imunodetecgdo com o anticorpo anti-Cgml. B

Deteccdo enzimatica deglicosidase em SDS-PAGE 8% sob condicfes semiatismtesC. Imunodetecgéo
das proteinas em (B) com o anticorpo anti-Cgm1. P&o molecular em kDa.

O padréao de glicosilacéo de proteinas foi avalegartir de preparacdes nhecrovilli

intestinal de larvas solubilizados com deterged\RS (extrato-CHAPS), e tratados com as
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endoglicosidases PNGase e EndoH. A incubacdo dateamteC. quinquefasciatusom a
enzima PNGase resultou em uma proteina Cgml deD@6 skmilar aquela da amostra
controle ndo tratada (Figura 22). Este resultadanque ndo houve remocao de carboidratos
da proteina nativa ou a possivel remocao nao caesloigdo de tamanho apés o tratamento.
Em contraste, o tratamento de extratosAge aegypticom a PNGase resultou em uma
proteina cerca de 7 kDa menor indicando que hoaweo¢do de carboidratos da cadeia
polipeptidica da Aaml (Figura 22). O tratamento coma segunda endoglicosidase, a
EndoH, ndo apresentou efeito nas proteinas anasisédados ndo apresentados). Os
resultados sugerem que a Aaml posssui glicosilagGesua cadeia polipeptidica, mas a
mesma afirmacdo parece ndo ser consistente pai@eana Cgml. A predicdo de sitios de
glicosilacdo na sequéncia protéica de Cqml comparach a sequéncia de Aaml apresentou
um sitio de glicosilacdo divergentd' RT3, que pode ser o alvo da deglicosilacdo
observada na Aam1l (Figura 16).

Os extratos-CHAPS tratados com a PNGase foramadiis em ensaios gell-down
para investigar o efeito da deglicosilacdo na ddpde de interacdo das proteinas Cgml e
Aaml com a subunidade BinB-Rec, ja descrita no B2ril. Nenhuma mudanca no perfil de
interacdo com a BinB foi observada, a Cqml se lggpecificamente, enquanto que a Aaml
nao interagiu (Figura 22).

Caml Laml
Ext Ext-T Ext Ext-T
P14 Ext Ext-T BinE BinB GST Ext  Ext-T BinBE BB GET
20 — :
TD - / -

50 —

Figura 22. Imunodeteccdo das proteinas Cgml e Aaml exratos-CHAPS de larvas d€ulex
quinquefasciatuse Aedes aegyptirespectivamente, tratados com a enzima PNGase Valmagio de sua
capacidade de interacdo com a subunidade BinBéstider ensaios gmill down.

Nota: Os extratos-CHAPS nativos (Ext) foram tratados @i®NGase F (Ext-T) e incubados com BinB-Rec
(BinB) ou com a Glutationa S-transferase (GST) iitimdda em resina. As proteinas ligadas foram sejzes
em SDS-PAGE 10%, transferidas para uma membramatrbeelulose e imunodetectadas com anti-Cqgml1. A
seta indica a banda que corresponde a ligacaoiispewm receptor Cqml. PM: Peso molecular em kDa.
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8.1.5 Expressado e funcionalidade das proteinasnt@oantes Cgml e a Aaml em células
Sf9.

As caracteristicas observadas na andlise das masteCgml e Aaml nativas
apontaram a importancia da conformacdo das mokquéaa sua funcionalidade, sendo
necessario dar continuidade ao estudo em um sisteragpressao de proteinas em células de
inseto. Linhagens de células Sf9 foram utilizademapa expressdo das proteinas
recombinantes Cgml e Aaml. Os fragmentos gémmgoe.-Se M e aam1-Se M, com cerca
de 1650 pbforam amplificados, purificados e clonados no vetiasmidial pGEMT-easy
para sua subclonagem no plasmideo plZT. As corissuglasmidiaisqgm1-SpIZT/V5-His,
cgml-M/ plZT/V5-His, aam1-S/ plZT/V5-His e aaml1-M/ plZT/V5-His que codificam
respectivamente as proteinas recombinantes Cgm$-S§@cretada, Cgm1-Sfo-M de
membrana, Aam1-Sf9-S secretada e Aam1-Sf9-M de masrapforam utilizados em ensaios
de transfeccédo de células Sf9.

A expressao das proteinas recombinantes secretapag-Sf9-S e Aam1-Sf9-S foi
detectada no meio de cultura das células Sf9 amrdeémunodetec¢cdo com o anticorpo anti-
Cgml. A proteina Cgm1-Sf9-S apresentou um pesocaulalede 66 kDa, similar aquele
apresentado pela proteina nativa, pela proteingessg enk. colie em lisado de células de
reticulocito de coelho e a proteina Aam1-Sf9-S sgmmbu um peso de 73 kDa similar a
proteina nativa e diferente daquela expressa eatasélle reticulécito de coelho, sugerindo
possivel glicosilagdo (Figura 23A). A imunodetecg@® preparacdes de membranas de
células Sf9 transfectadas com as constru¢des plasstiqml-M/plZT/V5-His eaaml1-M/
plZT/V5-His revelou que as proteinas Cgml1-Sf9-M anmA-Sf9-M apresentam pesos

similares as proteinas secretadas (Figura 23B e C)
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Figura 23. Imunodeteccdo das proteinas recombinantes Cqthe-3fam1-Sf9 secretadas (S) e de membrana
(M) expressas em células 8podoptera frugiperdésf9) com o anticorpo anti-Cgml1.

Nota: A. Amostras de proteinas de 1 ml de meioudira Sf9 precipitado com acido tricloroacéticoeRC.
Amostras de proteinas (3tg) de preparacdes de membranas (M) de células GBf@ontrole negativo é
representado pela preparacdo de células Sf9 tcamdéecom o plasmideo plZT/V5-His sem inserto (SA%)
setas indicam as proteinas recombinantes. PM: Reksxular em kDa.

As proteinas Cgm1-Sf9-S e Aam1-Sf9-S foram subrastal ensaios deull-down,
para avaliar a sua capacidade de interagdo comireatBin. Estas foram incubadas com a
proteina BinB recombinante imobilizada em resinizatia como controle positivo, e com a
proteina glutationa S-transferase (GST) imobilizadata resina como controle negativo. A
proteina Cgm1-Sf9-S apresentou capacidade deg¢atespecifica com a subunidade BinB e

a proteina Aam1-Sf9-S ndo apresentou capacidaligagéo a esta proteina (Figura 24).

Comnl Com1-319-3 Aaml-319-5
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Figura 24. Imunodetecgdo dos ensaiospigl-downrealizados entre as proteinas recombinantes Cden$&
Aam1-Sf9-S e a subunidade BinB-Rec imobilizada esina de glutationa com o anticorpo anti-CqgmZ1.

Nota: O controle positivo é representado pela iagéb de extrato-CHAPS (Ext) dgulex quinquefasciatus
contendo a proteina Cgml com a proteina BinB-RenoB(Bimobilizada na resina e com a glutationa S-
transferase (GST) utilizada como controle negatiaumes de 2 ml de meio de cultura Sf9 (Meio) eodb as
proteinas Cgm1-Sf9-S e Aam1-Sf9-S foram incubadaos & proteina BinB-Rec (BinB) imobilizada em resina
com a glutationa S-transferase (GST) utilizada ceorrole negativo. As proteinas ligadas a BinB-Ream
separadas em SDS-PAGE 10%, transferidas para umdbrnaea de nitrocelulose e imunodetectadas com o
anticorpo anti-Cqgml. Ext. extrato-CHAPS @e quinquefasciatusem incubacdo. Meio: meio de cultura Sf9
contendo as respectivas proteinas recombinantesreeiinacdo. A seta indica ligacao especifica depkr
Cgm1 a proteina BinB-Rec. PMeso molecular em kDa.
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8.2 Determinacao do motivo de ligacdo da subunidad&nB ao receptor Cqgml

Neste bloco, motivos envolvidos na ligacdo da ta8m ao receptor Cgm1l de larvas
de C. quinquefasciatusoram estudados através da mutagénese e avaliapémrial da
subunidade BinB. As proteinas BinB mutantes foraodpzidas, imobilizadas em resina e
sua capacidade de interacdo com o receptor Cqre&rieeem extratos protéicosrderovilli

intestinal deC. quinquefasciatufoi avaliada.

8.2.1 Expressao e funcionalidade da proteina Baz®mbinante

O gene que codifica a proteina BinB da toxina @B. sphaericugoi amplificado e
o fragmento obtido, de aproximadamente 1400 pb,cfonado no vetor de expresséo
pPpGEX4T3 (Figura 25A). A proteina BIinB recombinamepressa enk. coli fusionada a
Glutationa S-Transferase (BinB-Rec) em sua porcderidinal apresentouB0 kDa (Figura
25B). Uma vez purificada, a BinB-Rec foi imobilizzadm uma resina de glutationa sefarose
(BinB-GS) e submetida a ensaiospidl-downcom extratos-CHAPS d€. quinquefasciatus
e deAe. aegypti.As incubacdes com os extratos @e quinquefasciatuslemonstraram a
presenca de uma banda especifica de 66 kDa quagnteom a BinB imobilizada na resina
enquanto que na incubacdo de glutationa sefarampiddda com BSA e com a proteina
glutationa S-transferase (GST) imobilizada, usadoso controles negativos, a banda néo foi
detectada (Figura 25C Nos ensaios realizados com o extrato-CHAPSAde aegypti
nenhuma banda foi detectada (Figura 25C). A espiecitle de ligacdo do ensaio dell-
down entre a resina BinB-Rec incubada e o extrato-CHARSC. quinquefasciatus
demonstrou que esta abordagem € adequada para liac@&vade proteinas BinB
mutagenizadas a fim de caracterizar o sitio dedigao receptor.
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Figura 25. Clonagem, expresséo e avaliagdo de funcionalidaderoteina BinB, subunidade da toxina Bin do
Bacillus sphaericus

Nota: A. Fragmento génico de 1400 pb amplificadoRGR a partir do gerl@inB, separado em gel de agarose a
1,5%. B. Proteinas glutationa S-transferase (GSHinB-Rec produzidas effscherichia colimobilizadas em
resina de glutationa sefarose, separadas em SDERAID%. C. Ensaios gmill-downentre extratos-CHAPS

de Culex quinquefasciatusu deAedes aegyppara avaliar a interacdo com a proteina BinB-Recexratos-
CHAPS foram incubados com as proteinas BSA, GSinB-Rec (BinB) imobilizadas em resina de glutationa
As proteinas do extrato-CHAPS ligadas a resinanfosaparadas em SDS-PAGE 10%, transferidas para uma
membrana de nitrocelulose e imunodetectadas corCgnil. Ext: Extrato-CHAPS nativo; A seta indica a

banda que corresponde a ligacdo especifica dotoec€gml a proteina BinB-Rec. PM: Peso molecular em
pares de bases (pb) em Aeem kDaemB e C.

8.2.2 Funcionalidade de proteinas BinB recombirsamigtagenizadas truncadas

O mapeamento de motivos envolvidos na ligacdoeaeptor Cgml na subunidade
BinB se deu em trés etapas de mutagénese sitigiddiri A andlise comparativa das
sequéncias de aminoacidos das subunidades BinBi&, Biinhadas através do programa
Bioedit, revelou alguns trechos conservados nadpo; e C-terminal das proteinas e alguns
segmentos na proteina BinB que estdo ausentesnAa(Bigura 26). Na primeira etapa, que
visou a remocdo de amplos trechos de aminoacitts tea porcdo N-terminal como na C-
terminal da subunidade BinB, foram obtidas seigginas mutantes de diferentes tamanhos
fusionadas a GST: BinBMutStop1 (35 kDa), BinBMutB4in1 (68 kDa), BinBMutStop2 (44
kDa), BinBMutBamHI 2 (59 kDa), BinBMutBamHI 3 (44ka) e BinBMutBamHI 1Mod
(50kDa) (Figuras 27 e 28).
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Bi nASegProtein 1  --------------- MRNLDFI DSFI | R— -- SEYPFCI HAPSAPNGDI MTEHRCSRENN 52
Bi nBSeqProtein 1 I\/CDSKDNSC—NSEKCGKKFTNYPLNT LKNKYSRNGYG.SKTEFPSSJENCPSY 70

Bi nASeqProtein 53 FEPT-- - - ----- eVIENE-NEYETGEA- - - - - - - SWEDI SPL REFKR- - - 101
Bi nBSeqProtein 71 IMYDNKDPRFLI RFLL DDGRY! | ABR YLDNNNHPI | B EQUGSGDY 140
Bi nASeqProtein 101 --- TMSTYYLAI QNPESAT EEEPNSHEBPSRLYETNN- - | ENNSNI LI SPKEQ YL TLESEEENEQY 166
Bi nBSeqProtein 141 |TGEQF|@(TQ\1KTR\/LS OxIDSRTI LASTAKI [gPI YPPASETQL TAFVSSFYAAA! [z REdTSLL 210

Bi nASeqProtein 167 PKTgVLSA [ e- - EKSI | GHJLRPCI - FI SLGE <TT YVKHT (ﬁ AL G 233
Bi nBSeqProtein 211 ENI [§EPTSL[® LR®R \WHBPNLNNS LLEYKI H 280
Bi nASeqProtein 234 SKET TDT ‘I GL YDTKTQ T TTYT 303
Bi nBSeqProtein 281 I EDL YLRS <EQ RGLNRPLS 350
Bi nASeqProtein 304 TNTENF T ASEFTL RSPV LNDNYT ---------------------- 351
Bi nBSeqProtein 351 SNDL AREFTLNRYUNGERVGEE gNAPI TNPLTLTKHTI | RCENSY 418

Bi nASeqProtein 351 - ASEPLLCANTKI [JTDDON- - - - - - - - 370
Bi nBSeqProtein 419 KTPLI F VKTNEELI PKI NQ 448

Figura 26. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos damsi#unles BinA e BinB da toxina Bin dgacillus
sphaericus.

Nota: Triangulos azuis indicam os locais de inseid@ cédons de parada prematuros ou sitio degé@sipara a
endonuclease BamH. IAs caixas vermelhas marcam as trincas de amincacsétecionadas para serem
substituidas por alaninas.

B
BinPM I YHLH BinB It TSL
BinBRItSSKE Y BirB w4 FOF BinB Lt R BinBI 5 YRI5
la BmB.-Ree 42 aa

BinBMIut5topl _35kDa |:| A B3

82aa
BinBIvImtBarmHI 1_62kDa ALE2
BinBIiunt5top2_d4kDa | | A P

158 aa

A BinBIIutBamHI 2_59kDa A 1sE
BinBhutBamHI 3_d44kDa Al
157 aa
BinBIwtBamHI 1vlod_S0kDa AR A 4G
230 a3

Figura 27. Representacdo esquematica das proteinas mutdatesbunidade BinB d&acillus sphaericus
geradas por mutagénese sitio dirigida.

Nota: A. Proteinas BinB mutantes truncadas conretites delegGes da por¢cdo N e C-terminal. B. Pragei
BinB mutantes com diferentes substituicdes dedsrde aminoacidos por alaninas.
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Figura 28. Proteinas BinB mutantes truncadas separadas SyPBGE a 10% e coradas com azul de comassie,
indicadas pelas setas.

Os fragmentos mutantes purificados e imobilizadosresina de glutationa sefarose
foram submetidos a ensaios de ligacdo tpal-down com extratos-CHAPS deC.
quinquefasciatusA ligacao especifica ao receptor Cqml presentext@to foi detectada
apenas na incubacdo com a proteina mutante BinBbp2Sindicando que os primeiros 158
aminoacidos da porcdo N-terminal da proteina sesafficientes para a ligacdo com o
receptor Cqml (Figura 29A). A proteina BinBMutStaplja sequéncia protéica é composta
pelos primeiros 82 aminoacidos N-terminais, nd@sgmtou capacidade de interacdo (Figura
29A). Este resultado demonstra que a regido comgide entre 0s aminoacidos R82 e S159
possui elementos importantes para a interacdo camceptor Cgml. A total perda de
funcionalidade foi observada nas proteinas BinBamtess que tiveram sua por¢cao N-terminal
deletada (BinBMutBamHI 1, 2 e 3) (Figura 29A, B e Estes dados ressaltam que regido N-
terminal da proteina BinB pode ser importante pdigacao ao receptor Cqml.

A construcdo plasmidial que codifica a proteina antg BinBMutBamHI 1 foi
modificada, gerando um fragmento protéico menorppssui delegcdes de 82 aminoécidos N-
terminais e de 157 aminoacidos C-terminais. Apemasgido central da proteina (R82 a
E293) foi conservada, a fim de verificar se essgrrento, denominado BinBMutBamHlI
1Mod, poderia demonstrar capacidade de interacaea@ptor Cgml. Os ensaios pell-
downmostraram que esta proteina néao € funcional (Fi2Z®&, e reforcam que a regido que
vai da M1 até a R82 apesar de ndo apresentar dagadile ligacdo ao receptor Cqm1l, pode
conter elementos que sao requeridos para a furdiclada da subunidade BinB. Neste bloco

de ensaios a especificidade da ligacédo foi compiaadravés de incubacdes controle com a
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proteina GST imobilizada sobre a resina (GST-G&)re a resina de glutationa bloqueada
com BSA (BSA-GS) (dados n&o apresentados). E iraptrtobservar que nos ensaios de
pull-downfoi detectada uma banda inespecifica, com tamaisicoetmente inferior a banda
do receptor Cgml nativo de 66 kDa, cuja presencaavaliada com cuidado para nao

interferir na deteccéo da banda especifica.

I BinE-Rec LutStop LlutStop2 WutEamHBI 3
+ - + - + = + = A
2l ——
7 — / / .
-— :
al ——
m— 2 —
Fhd EinE-Fec MutBamHIT 1
+ - + - B
B —
0 —— ,/
\“\
gl ——
M —
Frd BinB-Fec MutBamHI 2 WutBamHI 1 Mod
+ - + - + - C
2 —
M — /
P'- -
al ——
A —

Figura 29. Ensaios d@ull-downentre as proteinas mutantes BinB truncadas inzalliis em resina e extratos-
CHAPS deCulex quinquefasciatupara avaliar sua capacidade de interacdo com ptogdgégml.

Nota: (A) Ensaio dgull-downrealizado com as proteinas mutantes MutStop 1, tdpt3 e MutBamHI 3. (B)
Ensaio depull-downcom a proteina MutBamHI 1. (C) Ensaio pigl-downcom as proteinas MutBamHI 2 e
MutBamHI 1 Mod. O controle positivo dos ensaiose@resentado pela incubagdo entre extrato€ulex
quinquefasciatug a proteina BinB-Rec imobilizada na resi@a ensaios foram realizados na presenga (+) e na
auséncia (-) de extrato-CHAPSs proteinas do extrato ligadas a resina foramradpa em SDS-PAGE 8%,
transferidas para uma membrana de nitrocelulosbmetidas a imunodeteccdo com o anticorpo anti-Cdml
seta indica a ligacéo especifica do receptor Cgsubanidade BinB testada. PM: Peso molecular em kDa
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8.2.3 Funcionalidade de proteinas BinB mutagengadatrincas de aminoacidos

Numa terceira etapa, foram obtidas proteinas Bin@tanies em blocos de 3
aminoacidos em diferentes posi¢cdes da sequéncigrataina BinB-Rec substituidos por
alaninas. Os seis blocos de aminoacidos para mesg&?YNL>* 3®SkK®, “FQF“,
207751299 21RAV23 @ YRM3®) foram selecionados de acordo com dados de lirerat
hidrofilicidade das regides obtidas pelo prograRmtean do DNAStar. A analise da
expressao das toxinas BinB mutantes nao apresenthvargéncias em perfil de expressao e
tamanho molecular, todas migraram com o peso mialediscretamente inferior a 80 kDa,

com a cauda GST (Figura 30).

M + W & ¥ F

Figura 30. Proteinas BinB mutantes em trincas de aminoaquoicadas e dialisadas, separadas por SDS-
PAGE a 10% corado com azul de comassie.

Os ensaios deull-down das proteinas mutantes revelaram que a substituiedo
blocos de aminoacidos que provocou interferénciaamacidade de ligacdo da BinB foi
YEQF* que esta localizado na regido que vai da R82 &858 (Figura 31A) mapeada
anteriormente. A proteina BinBMutFQF perdeu a calzae de interacdo com o receptor
Cgm1, ao contrario das demais que mantiveram aduoalidade (Figura 31A, B, C e D). A
exemplo dos ensaios anteriores, foi detectada @mdabinespecifica discretamente inferior a
banda do receptor Cgm1l nativo de 66 kDa, no entanpoesenca desta nao interferiu na

avaliacao dos ensaios.



Base molecular da intera¢do da toxina BirBdaillus sphaericus Roméo, T.P. 93

g BinB-Rec MutSEE WutFOF
BSA GST + . 3 2 +
A
30
T ‘/
- -
60 .
50
PM BinB-Rec MutR AV
BSA  GST e 5 + 5 Ext 5
M —
N — ‘/ ._/
e -
gl ——
N —
PM BinB-Rec MutYEM  Mut¥TNL
BSA GST + 5 e . + - Ext
C
B —
M —
rd P o -
Al ——
N0 —
PM BinB-Rec MutTSL
ESA  GST  + - + ; Ext D
20
70 ‘/ ./

]

a0

Figura 31. Ensaios depull-downentre as proteinas BinB mutantes em trincas dac@uidos imobilizadas em
resina e extrato-CHAPS daulex quinquefasciatusom o receptor Cgml.

Nota: Ensaios d@ull-down com as proteinas mutantes MutSKK e MutFQF (A), MANR(B), MutYRM e
MutYNL (C), MutTSL (D). O controle positivo do erieaé representado pela incubacdo entre extratds. de
quinquefasciatug a proteina BinB-Rec imobilizada na resi@acontrole negativo é representado pela mesma
incubagcdo com BSA e GST em resina. Os ensaigaltielownforam realizados na presenca (+) e auséncia (-)
de extrato-CHAPS d€ulex. As proteinas do extrato ligadas a resina foramradpa em SDS-PAGE 8%,
transferidas para uma membrana de nitroceluloseumddetectadas com anti-Cqgml. Ext. Extrato-CHAPS
nativo A seta indica a banda que corresponde g@d@aspecifica do receptor Cqml a subunidade RisBda.
PM: Peso molecular em kDa.
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A capacidade de ligacado da subunidade BinB requanbe e de suas mutantes, com
preparacdes ricas emmicrovilli intestinal (BBMF) deC. quinquefasciatustambém foi
avaliada através de ensaios de competicdo. A t@imanarcada (Bin*f?) foi incubada com
amostras de BBMF na auséncia do competidor, sendoaacapacidade de ligacdo total
tomada como referéncia. As subunidades BinB mutantestraram uma capacidade de
competicdo pelos sitios de ligacdo na BBMF simaldoxina Bin e a subunidade BinB-Rec
integra, enquanto que, a mutante BinBMutFQF mostnma capacidade de competicao
considerada baixa, em relacdo as proteinas cor(Bohe BinB) e as demais subunidades

BinB mutantes (Figura 32).

120
B Sem competidor

100 @Bin
EBinB

B MutFQF
O MutSKK

OMutRAV

OMutYRM

Toxina Bin-1125 ligada (%)

——  OMutYNL
OMutTSL

Competidores

Figura 32. Ensaio de competicdo entre a toxina BinBéwillus sphaericu10 nM) radiomarcada (Bin) e
preparacdes deicrovilli intestinal (25 pg) de larvas daulex quinquefasciatusa auséncia ou na presenca de
um excesso (1 pM) de competidores ndo marcadomatdin, subunidade BinB-GST, subunidades BinB
contendo mutag¢des (MutFQF, MutSKK MutRAV MutYRM ML, MutTSL).

Nota: Apds a incubacéo, as amostras foram cenadfag e os sedimentos submetidos a leitura em csrdad
cintilacao.

Os ensaios de competicdo foram realizados entrexiaat Bin-f*°> e BBMF na
presenca de concentragdes crescentes (0 a 3 pryptdéna BinBMutFQF ndo marcada. Na
auséncia do competidor a Bitfl apresentou capacidade total de ligacdo & BBMFt® es
toxina foi gradualmente deslocada na presencamgentracdes crescentes dos competidores
Bin e da subunidade BinB-Rec enquanto que a pet&dmBMutFQF ndo mostrou
capacidade de competicdo (Figura 33). Os dadoval@gho funcional das proteinas BinB

mutantes confirmam que os aminoacidos F147, QIEB48 sdo essenciais para a ligacao da
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toxina Bin ao receptor Cqgml d& quinquefasciatusyisto que a capacidade de competicao
desta mutante foi substancialmente menor do qpeoésinas controle.

120

4 Bin
A BinB
e  BinB-FQF

1004—
80
60

40+

Toxina Bin-1 *2° ligada (%)

20

O T T T T
10 10° 108 107 10 10 10+

Competidor (nM)

Figura 33. Curva de competicdo entre a toxina BinB#xillus sphaericu$10 nM) radiomarcada (Bin) e
preparacdes de microvilli intestinal (25 pg) devéear deCulex quinquefasciatusa presenca de concentracdes
crescentes (0-3.000 nM) dos seguintes competido&es marcados: toxina Bin, subunidade BinB-Rec, e
subunidade BinBMutFQF.

Nota: Apds a incubacéo, as amostras foram cenadfag e os sedimentos submetidos a leitura em csrdad
cintilacao.

8.3 Resultados suplementares (Desenvolvimento de RCdignodstica para os alelos

cgmlgec ecqml)

Durante a caracterizagcdo da proteina CgmcC.dguinquefasciatusomo receptor da
toxina Bin, foi realizada uma etapa de investigagéanutacdes no germgmlque podem
conferir resisténcia a toxina Bin. O estudo foitdem partir de uma colénia d€.
quinquefasciatusle laboratorio resistente a toxina Bin cujo aletorésisténciagmkec foi
caracterizado, permitindo o desenvolvimento de uétodo de PCR para o diagnéstico e
determinac&o de sua frequéncia em populacées do(@HALEGRE, 2008; ROMAO et al.,
2006). O principio da PCR foi amplificar um fragrteede DNA que englobasse a delecao de
19 nucleotideos no alelogmXkec utilizando um par de primers especificos. Os essaio
realizados com DNA extraido de larvas@equinquefasciatususceptiveis (S) e resistentes
(R) ao Bs em homozigose para os alelogml e cqmkec amplificaram dois fragmentos

distintos de aproximadamente 208 e 189 pb a pdestes alelos, respectivamente (Figura
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34). A amplificacdo de ambos os fragmentos foi obsexrvad heterozigotos, obtidos a partir
do cruzamento de individuos susceptiveis e resestestas coldnias estudadas. Nao houve
amplificacédo de fragmentos nos controles negatiuesconsistiam de reacfes de PCR feitas
com DNA deAe. aegyptie sem DNA. Os fragmentos amplificados tinham osatdms
esperados e o sequenciamento dos fragmentos clorwadirmou sua identidade como
produtos de PCR do gemgml.A técnica foi utilizada na andlise da frequénciaatklo
cqgmkec em populacbes d€. quinquefasciatusle areas nao tratadas e tratadas com o
biolarvicidaB. sphaericusa fim de avaliar o risco de selecdo de resistétesde alelo. Os
resultados completos deste estudo estdo descnitdShalegre et al. (2009) publicado como

parte dos resultados obtidos no ambito desta fgsn(lice 1).

M = E H - -

400
300

200

100

Figura 34. Separacédo eletroforética dos fragmentos amplifisgpor PCR a partir do gewmgml de Culex
quinquefasciatusem gel de agarose a 1,5%.

Nota: Fragmentos de 208 e 189 pb foram amplificadpartir do alelegmle cqmkec em larvas susceptiveis
(S) e resistentes (R) aBacillus sphaericusrespectivamente. S: Individuos susceptiveis hajotrs; R:
resistentes homozigotos; H: heterozigotos com andsofragmentos. O controle negativo da reac@o foram
amostras sem DNA molde (-) e com outro DNA molde especifico dédedes aegypft). O gel foi visualizado
em um transiluminador de luz ultravioleta. PM: Pesdecular em pares de bases (pb).
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9 DISCUSSAO

No ambito dos trabalhos que objetivam elucidar odande acdo das proteinas
inseticidas de bactérias entomopatdgenas, 0 mapéache motivos de ligagdo envolvidos na
interacdo toxina-receptor € um aspecto importané®, apenas para caracterizar a base
molecular de mecanismos de resisténcia, mas tanpiaéan desenvolver estratégias para o
aperfeicoamento das toxinas contra os insetos tiges. A maioria dos trabalhos voltados
para a base molecular da interacdo toxina-recepferem-se aos dominios de ligacdo das
toxinas Cry doB. thuringiensise de seus receptores em insetos lepidGpteros teratip
(BRAVO; GILL; SOBERON, 2007; CHEN et al., 2009; FERNDEZ-LUNA et al., 2010;
GRIKO et al.,2007; HUA et al, 2008). Fazem-se necessarios trabalhos semellsotiss a
base molecular da interacédo da toxina BirBd@phaericus seus receptores especificos em
espécies de culicideos. A avaliacdo dos fatoresiwmfligenciam a ligacdo especifica do
receptor Cgqml em larvas d& quinquefasciatua subunidade BinB da toxina Bin, assim
como a identificacdo do motivo de ligacdo ao remepa subunidade BinB, foram os
principais questionamentos investigados neste estud

Como um primeiro passo para caracterizar 0 motdighcado a toxina Bin d8.
sphaericusna a-glicosidase Cgml d€. quinquefasciatugdentificada como seu receptor,
foram avaliadas sequéncias protéicas ortélogasraogas a Cqml eme. aegyptie An.
gambiae. Estas revelaram multiplos trechos conservados meapoN-terminal e alguns
trechos e residuos mais divergentes na porcdon@n; corroborando com os dados de
ROMAO et al. (2006) que sugeriram que o sitio dadéio a toxina Bin esta possivelmente
localizado numa regido de 45 kDa N-terminal no pemeCgm1 que vai da Q32 até a L320.
Baseado em evidéncias que demonstram que proteft@egas, com alta identidade e
similaridade de sequéncias de aminoacidos, podestarter o sitio de ligacdo a toxina Bin
em Culexe Anopheles que este sitio potencialmente esteja ausenteguéncias paralogas,
com menor identidade e similaridade, as regidegldd&Da N-terminais destas proteinas
foram avaliadas em relacdo a sua funcionalidadea Bsalise demonstrou que todas as
proteinas testadas se ligaram especificamenteidat®n e sugere que o motivo de ligacdo
estaria conservado na regido N-terminal das pmrdenrtdlogas e pardlogas analisadas,
inclusive naquelas que possuem uma identidadeionfar40% em relacdo a Cgml. Porém
diante do achado com a proteina Rec-45 kDAaleaegyptgue demonstrou capacidade de

ligacdo a toxina Bin, o qual difere do perfil dgagdo da proteina Aaml nativa que nao
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possui funcionalidade, os resultados foram incaietis e indicam outros fatores, além da
presenca do motivo de ligagdo nas proteinas, quansenecessarios para determinar a
capacidade de ligacédo especifica com a subunidad® Bomo por exemplo, modificacbes
conformacionais destas proteinas. De fato é pdsgirveoutras regides da molécula possam
também determinar statusde funcionalidade da proteina Cqgml. Darboux et(2007)
demonstraram que a resisténcia de uma populac@o gipienspode ser conferida pelo alelo
cpmXp-del, 0 qual codifica uma proteina mutante Cpggdel, desprovida de 66 aminoacidos
da V393 até a Q458, localizada além da regido 4& IKBerminal avaliada neste estudo. A
proteina Cpmgp-del ndo possui capacidade de interacdo com aa@®im demonstrando que
esta regido pode estar envolvida, seja por conteftio de ligagdo propriamente dito,
discordando dos achados deste estudo em relagé@id rde 45 kDa, seja por conter um
epitopo conformacional, o que poderia ser umaimémpao complementar aos dados obtidos.

Dentre as proteinas de culicideos avaliadas, &izeelo um estudo mais detalhado da
Aaml deAe. aegyptio qual demonstrou que esta molécula é urglicosidase del73 kDa
expressa nanicrovilli intestinal de larvas (FERREIRA et al., 2010). A ls®ada expressao
demonstrou que a Aaml esta presente em quantiégdesalentes a sua proteina ortéloga
Cgm1l em preparacdes decrovilli intestinal de larvas, no entanto, ndo é capazgae-fie a
toxina Bin, o que determinastatusde refratariedade das larvasAle aegypt(FERREIRA
et al., 2010). Ao contrario da proteina Aaml nativaespectivo fragmento recombinante de
45 kDa da proteina apresentou capacidade de itei@gm a toxina Bin, sugerindo que a
refratariedade eme. aegyptpoderia ser determinada por outros fatores quedempea sua
interacdo com a subunidade BinB. Devido a estaslipedades, a proteina ortéloga Aaml de
Ae. aegyptioi utilizada neste estudo para fins comparativaa® © receptor Cgml a fim de
trazer informacdes importantes sobre fatores dfligeimciam a ligacdo especifica toxina Bin-
receptor.

Os resultados obtidos a partir do sistema de es@oe€mE. coli ndo foram
suficientemente elucidativos para analisar a cdpdei funcional desta classe de proteinas,
cujo dobramento adequado pode desempenhar um gefgeininante na ligacdo especifica
com a toxina Bin. Todavia, varios estudos de cargeicdo dos sitios de ligacdo de
receptores de lepidopteros e de dipteros as tofinasloB. thuringiensisutilizam em suas
analises proteinas recombinantes expressak.eamnli cuja auséncia de dobramento nao foi
limitante para a avaliagdo de sua funcionalidé@EEN et al., 2009; FERNANDEZ et al,
2009; GRIKO et al., 2007). Sabe-se que um sisteanexgdressao procarioto ndo insere todas

as modificagcbes poés-traducionais, possivelmenteengdps para a funcionalidade de uma
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proteina eucaridtica, por esta razdo foi feita @vaiacdo em um sistema de expressao de
lisado de células de reticulécito de coelho parexpressdao da proteina Cgml e da sua
ortbloga Aaml Este sistema de expressdo, para transcrever @zitrad vitro proteinas
eucariéticas marcadas radioativamente ¢tre analisar a sua funcionalidade em ensaios de
pull-down foi utilizado com éxito em outros modelos de estyB&IALIA et al., 2005).
Apesar de apresentar vantagens em relacdo ao @igimyarioto, capacidade de inserir
algumas modificagcdes pos-traducionais a mais, ®im@ Cqm1>S, sabidamente funcional,
nao apresentou capacidade de ligacdo a toxina@natributos presentes no sistema em
termos de processamento pés-traducional sdo dagéeti isoprenilacdo e alguma atividade
de fosforilacdo (WALTER; BLOBEL, 1983). Proteinasetadas e de membrana geralmente
contém um peptideo sinal N-terminal que é reconloepdr uma proteina especifica que a
conduz para o trafego celular adequado em céluleariéticas e em bactérias (JANDA et al.,
2010). A (dlicosilagdo é a mais abundante modificagis-traducional de proteinas
eucarioticas possuindo ampla variedade de funcdes cexemplo fornecer epitopos de
reconhecimento adicionais nos receptores (LIS; SENR1998). As proteinas que possuem
0 peptideo sinal sdo expostas a maquinaria deddsjicéo e segundo Darboux et al. (2001),
a proteina Cpml, caracterizada como receptor daaddin emC. pipiens possui em sua
sequéncia trés possiveis sitios de glicosilacdanédise preditiva de sitios de glicosilacdo na
sequéncia protéica de Cgm1l é similar a Cpml e aavebis possiveis sitios similares a
Aaml, mas apenas a localizacdo de um defBIRT®'? foi peculiar emAe. aegypti
(FERREIRA et al., 2010).

Em vista dos achados nos dois sistemas de expragkZados foi feita uma analise
das proteinas nativas Cgml e Aaml nativas, inauintha avaliacdo do padrdo de
glicosilacdo. A analise do padréo de migracaodiatética das proteinas Cgml e Aaml, sob
condicOes desnaturantes e nativas sugeriram di@sesonformacionais entre elas. A proteina
Cgm1l apresentou um peso molecular de 66 kDa erategtprotéicos d€. quinquefasciatys
similar ao peso molecular observado nas proteiasbinantes expressas &mcoli e em
reticuldcito de coelho. A proteina Aaml apresentoupeso de 73 kDa em extratosAbles
ligeiramente diferente do peso da recombinanteessprem células de reticulocito de coelho
Por outro lado, a migracdo das proteinas em coesligémi-desnaturantes revelou que Cgml
e Aaml migram com tamanhos diferentes superior@ &Da (ROMAO et al., 2006;
FERREIRA et al.,, 2010). Este padrdao de migracdoersugdiferencas estruturais e
conformacionais nestas moléculas que podem terapal para a sua capacidade de interacao

especifica a toxina Bin. No caso da proteina Cardiferenca de peso detectada sugere duas



Base molecular da interagdo da toxina BirBdaillus sphaericus Romao, T.P. 100

situacdes a serem analisadas: a importancia daromefdo assumida pela proteina nativa
para a sua funcdo como receptor da toxina Bineagmca de uma molécula acessoria (co-
fator) que seria necessaria para a interacado @épt@acCgml com a toxina Bin. Em relacdo a
este aspecto, dados prévios de nossa equipe (FEBRR#EIal., 2010) demonstraram que o
receptor Cgml perde sua capacidade de ligacdoidat®in ao ser desnaturado, e esta
caracteristica distingue este receptor da maiam$ardceptores ja descritos para toxinas Cry,
0S quais mantém sua funcionalidade sob condicaganatl desnaturada (CHEN et al., 2009;
FERNANDEZ et al., 2006; FERNANDEZ-LUNA et al., 201BUA et al., 2008; JURAT-
FUENTES et al.,, 2004; KNIGHT; CRICKMORE; ELLAR, 199 VADLAMUDI et al.,
1995; VALAITIS et al., 2001; YAOI et al., 1999). @ando Nagmatsu et al. (1998) a
conformacéo nativa da caderina BtR175 do lepido@embyx morigue atua como receptor
da toxina CrylAa é essencial para a ligacdo coroxmd, pois uma vez deshaturada, a
caderina perdeu sua funcionalidade. Por outro lasl@pitopos de ligacdo da aminopeptidase
N de Manduca sextado expostos para interacdo com a toxina CrylAdpanreceptor é
desnaturado (DANIEL et al., 2002). A perda de fanelidade sob condi¢cdes desnaturantes €
consistente com os dois aspectos anteriorment@tbl@s que, ou o dobramento, ou uma
proteina acessoéria presente nas condi¢cbes nasigaam indispensaveis para a ligacdo do
receptor Cgml a toxina Bin.

Um outro aspecto avaliado, o padréo de glicosilagadém mostrou diferencas entre
as proteinas Cgml e Aaml. N-glicanos como N-aeddibgosamina (GalNac) presentes em
aminopeptidases e fosfatases alcalinas que atuamo ceceptores em espécies de
lepidopteros, sdo o epitopo de ligacdo de algurnamas Cry (DENOLF et al.,, 1997;
JURAT-FUENTES et al., 2004; KNOWLES; KNIGHT; ELLAR991; PARDO-LOPEZ et
al., 2006). Alguns casos de resisténcia de insetasematodos as toxinas Cry foram
relacionados a alterac6es no padrao de glicosildedaroteinas dmicrovilli envolvidas na
ligacdo com as toxinas (GRIFFITTS et al., 2003,22AWRAT-FUENTES et al., 2004). As
glicosilacbes protéicas de Cgml e de Aaml foranestigadas através do tratamento de
extratos protéicos d€. quinquefasciatue deAe. aegyptcom endoglicosidases especificas.
Os resultados revelaram que ndo ha remocéo deidiados da proteina nativa Cgml ou a
possivel remocdo ndo causou diferencas de pesautaleEm contraste, o tratamento da
proteina Aaml indicou a remoc¢ao de carboidratosudecadeia polipeptidica. H& evidéncias
de que a eliminacdo de todas ou de algumas ghodsis podem ou nao ter efeito no
dobramento protéico, o que implica que algunsssit® glicosilacdo sdo mais cruciais do que
outros (MITRA; SHARON; SUROLIA, 2003; PARODI, 2000)Neste estudo foi
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demonstrado que a proteina Aam1l é glicosilada atr&m da Cqml, apesar dos dois sitios
de N-glicosila¢des preditos em sua sequéncia peotdi remocao dos carboidratos de Aam1l
nao alterou sua propriedade de interacéo a toximaujerindo que a glicosilacdo diferencial
detectada nesta molécula ndo afetaria o reconhetwnu® potencial sitio de ligacdo pela
toxina Bin. Entretanto, é possivel afirmar que drdmento protéico original da molécula
Aaml, o qual pode prevenir 0 acesso ao epitopaydedo a toxina Bin, talvez seja mantido
mesmo apos o tratamento com a endoglicosidase (SAEBECHOR; LEVY, 2008), e
poderia explicar auséncia de ligacdo da Aaml mesohoa sua forma deglicosilada. As
glicosilacbes de algumas proteinas intestinaisigetos podem determinar a susceptibilidade
as toxinas Cry, as quais sdo cruciais para a gagdlo especifica ou ha casos em que a
ligacdo de certos receptores as toxinas Cry naeddep destes N-glicanos (JURAT-
FUENTES et al., 2004; PERERA et al., 2009). Osltadas obtidos sugerem fortemente que
N-glicanos ndo estdo envolvidos na ligacdo do tecgpgml a toxina Bin em larvas @&
quinquefasciatuse as glicosilacbes em Aaml precisam ser melhorsiigagas para
determinar sua influéncia no acesso da toxina Bipa@ssivel epitopo de ligacdo presente
nesta molécula.

Diante dos achados obtidos nos sistemas de expréss@roteinas recombinantes
utilizados e das caracteristicas das proteinas @yAEnl nativas, foi possivel concluir que a
continuidade do estudo deveria ser feita em sisgnexpressao em linhagem de células de
inseto. Estudos prévios demonstraram que protegw@snbinantes de dipteros obtidas em
sistema de expressdo em linhagens de células awpegro Spodoptera frugiperd@Sf9)
foram funcionais (DARBOUX et al., 2002, 2007; OPO®€Aal., 2008). Quatro contrucdes
plasmidiais permitiram a expressao das proteinaslCGrAaml recombinantes em linhagens
de células Sf9 sob a forma secretada (Cgm1-SfoA&@nel-Sf9-S), cuja sequéncia protéica
nao possui 19 aminoacidos hidrofobicos finais raspeeis pela ancoragem via GPI na
membrana celular, e sob formas de membrana (Cq8MSé Aaml1-Sf9-M) as quais
mantiveram suas caracteristicas que conferem aayen na membrana celular. A proteina
recombinante Cgm1-Sf9-S apresentou capacidadetd@gdo com a subunidade Bin®
demonstrou que este sistema de expressdo é adegmados estudos de caracterizacdo do
motivo de ligacdo a toxina Bin nesta molécWgante deste achado, podemos dizer que o
dobramento da proteina Cgml é fundamental parafusw@onalidade como receptor da
toxina Bin, pois uma vez produzida em sistema skdb de células de reticulécito que nao
possui todos os aparatos celulares responsavesdpbramento adequado e secrecdo de

proteinas além de atributos em nivel de modificagies-traducionais, esta molécula perdeu
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sua capacidade funcional. A proteina Aam1-Sf9-Spfoduzida com 73 kDa, sob a forma
glicosilada e néo interagiu com a toxina Bin, desti@ando caracteristicas similares a proteina
nativa (FERREIRA et al., 2010). A mutagenizacao glageinas Cgm1-Sf9-S e Aam1-Sf9-S
como modelo de estudo € o proximo passo para &tedracdo do motivo de ligacdo a
toxina Bin. No caso da proteina Cqgml, a mutagéterdecomo alvos potenciais regidées na
proteina indicadas neste e em outros estudos (DARBE al., 2007) que seriam epitopos de
ligacdo ou conformacionais envolvidos na interagdm a toxina Bin. A modificacdo dos
sitios de glicosilacdo na molécula Aaml atravéssteatégias de mutagénese que visem
prevenir a inser¢cdo de N-glicanos, também serdaaleah fim de trazer informacfes sobre a
influéncia deste aspecto na sua capacidade dagatea toxina Bin.

Outro aspecto do modo de acdo Ho sphaericusrealizado neste estudo foi a
caracterizacdo de motivos envolvidos na ligacasutminidade BinB com o receptor Cgml1.
Dados prévios demonstraram que a porcao N-terrdaalibunidade BinB é responsavel pela
ligacdo especifica ao receptor intestinal em lasw@sceptiveis enquanto que a por¢do C-
terminal esta envolvida na interacdo com a regideriMinal da subunidade BinA (OEl;
HINDLEY; BERRY, 1990). Algumas pesquisas inferirfumcdes a determinados residuos de
aminoacidos ou dominios protéicos nos componented B BinB, através da técnica de
mutagénese sitio dirigida (CLARK; BAUMANN, 1990; BINYOS et al, 2010;
ELANGOVAN et al., 2000; LIMPANAWAT; PROMDONKOY; BO®SERM, 2009;
PROMDONKQY et al, 2008; SANITT; PROMDONKOY; BOONS&&, 2008;
SINGKHAMANAN et al., 2009; YUAN et al., 2001). Nossnodelo de estudo se baseou na
comparacdo da capacidade de ligacdo especificaulbianidade BinB recombinante e
proteinas BinB mutantes derivadas, com o recepgmiCem extratos protéicos de.
quinquefasciatus

A primeira etapa de mutagénese sitio dirigida vidaemocao de amplos trechos de
aminoacidos tanto na por¢do N-terminal como nar@itell da proteina BinB e seis proteinas
truncadas mutantes fusionados a GST foram obtiRiastre os fragmentos mutantes testados,
apenas a proteina BinBMutStop2 apresentou capacidadigacdo especifica ao receptor
Cgml, indicando que a regidao que vai da M1 até %9.Sé& suficiente para a ligacdo ao
receptor Cgml. Entretanto, a auséncia de ligacgwalaina BinBMutStop 1, composta pelos
aminoacidos M1 a R82, ao receptor Cqm1l, evidensaos elementos de ligagdo ao receptor
estariam presentes na regido que vai da R82 at®. &Kbudos de predicdo da estrutura
secundaria da subunidade BinB mostraram que osoanidos 1-34 sdo potenciais regides

formadoras ddoop seguida por uma estrutura ewhélice formada pelos 45 aminoacidos
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subsequentes (ELANGOVAN et al., 2000). Estudos ipgwmostraram que a delecdo dos
primeiros 32 aminoacidos da regido N-terminal dausidade BinB da toxina Bin dB.
sphaericus2362 nédo afetam a sua atividade, ja a delecdo dandioacidos N-terminais
aboliu sua atividade biolégica (CLARK; BAUMANN, 109 A localizacdo de potenciais
sitios de clivagem enzimatica na subunidade BinBontantes para a sua ativagéo, possibilita
a delecdo de 21 aminoacidos N-terminais e 53 amitos C-terminais na toxina (CLARK;
BAUMANN, 1990). De fato, a desestruturacdo diretgtd estrutura deop ou dea-hélice
pode afetar diretamente a capacidade de ligacaecaptor Cqm1l, resultado evidenciado a
partir dos ensaios realizados com a proteina M&BamH| 1. Esta proteina mutante cujos
primeiros 82 amino&cidos foram deletados ndo apt@secapacidade de interacdo com o
receptor Cgml, mesmo contendo em sua sequéncigide re82 a S159 caracterizada por
conter elementos importantes para a ligacdo dangidme BinB ao receptor Cgml. Estes
dados sugerem que a presenca da regido R82 a 3a58 suficiente para determinar sua
capacidade de interacdo com receptor Cqm1. Poslegeeir que a regido dehélice entre os
aminoacidos N33 até a R82 possibilita um dobramademuado da toxina para a exposicao
do motivo de ligacdo ao receptor Cgm1l, sendo fueddah no modo de acdo da subunidade
BinB. A exposicado da regido R82 a E293 em uma mpogteina mutante modificada a partir
da proteina BinBMutBamHI 1, na proteina BinBMutBalmtMod de 50 kDa, que possui
delecdes tanto na sua por¢ao N-terminal como nagpetgio C-terminal, ndo se mostrou
efetiva quanto a sua capacidade de ligacao a COsdlados reforcam a idéia que a presenca
da regido R82 a S159, que contém elementos déibgae receptor, ndo é suficiente para que
a proteina BinB interaja a Cgml e sugere que owiementos fornecidos pedahélice N-
terminal que vai da N33 até a R82 na subunidad® Bifio requeridos para ligacdo ao
receptor.

Dentre varias estratégias que visam aumentar idadi inseticida das toxinas Cry do
B. thuringiensisa delecéo de pequenas regides da toxina se mgetrocularmente efetiva
(PARDO-LOPEZ et al.,, 2009). De acordo com o mod#doacao das toxinas CrylA, a
ligacdo ao receptor caderina possibilita uma cbéwagle umai-hélice na por¢cao N-terminal
da proteina que é importante para promover a okgaacao das toxinas e formacédo de uma
estrutura pré-poro, necessaria para a toxicidad®MEZ et al., 2002). Varios eventos de
resisténcia de lepidopteros as toxinas Cry sdo@tados por mutacdes nesta caderina, que
impede a ligacdo da toxina a este receptor e caeség clivagem da-hélice citada. Dentre
as estratégias de melhoramento da toxina CrylAglitida uma mutante com a regido N-

terminal desprovida da-hélice 1 (CrylAMod) que é capaz de formar oligémsara auséncia
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da caderina (MUNOZ-GARAY et al., 2009). A CrylAMeeim atividade inseticida similar &
toxina selvagem e a modificagédo inserida permitie § mesma tivesse habilidade formadora
de poro em insetos resistentes, superando probldeassisténcia relacionados a falha de
ligacdo com a caderina. Na protoxina Cry2A, a miae de um fragmento de 42 residuos N-
terminais, que precedeszhélice 1, expde uma regido antes oclusa da tapieacorresponde

a regido de ligacdo ao receptor em lepidopterossta toxina modificada apresenta um
aumento de sua atividade toxica em até seis véd@REE; YAMAMOTO; STROUD,
2001). No presente estudo, os dados obtidos trameminformacéo importante para futuras
abordagens de melhoramento da atividade toxiceoxiaat Bin doB. sphaericuspois ao
contrario do que acontece com as toxinas Cry, ecéelna regido N-terminal da subunidade
BinB da toxina Bin é capaz de abolir sua capacididiggacéo ao receptor Cqml.

Para determinar o epitopo de ligacdo ao receptonlCga proteina BinB, foram
obtidas seis proteinas mutantes com substituicéadatos de 3 aminoacidos, baseado em
dados da literatura como areas criticas (CLARK; BAMNN, 1990; ELANGOVAN et al.,
2000; SINGKHAMANAN et al.,, 2009) e em andlise dalrbfilicidade das regides. Os
ensaios de funcionalidade das proteinas BinB megamtvelaram que a simples substituicdo
do bloco de aminoacido§¥'FQF*° localizado na regido da R82 até a S159, afetou a
capacidade de interacdo com o receptor, diferemsedeémais mutantes que mantiveram a
funcionalidade. Os dados indicam que a ausénciaadosoacidos F147, Q148 e F149 na
sequéncia protéica da BinB é capaz de afetar quscickade de ligacdo com o receptor Cgml
in vitro. Segundo SINGKAMANAN et al. (2009) a substituigé@sidual da Y150 por uma
alanina resultou em uma proteina BinB mutante iazaj®e se ligar ao intestino de larvas de
C. quinquefasciatus in vivaContudo, nossos dados revelam que os resitfliB@F*°
anteriores a Y150 também tem um papel critico paddade de ligacdo da subunidade BinB
ao receptor Cgml. Ensaios de competicdo homélogarataina BinB e de suas proteinas
mutantes demonstraram que a proteina MutBinBFQE tewa reduzida capacidade de
competicdo pelos sitios de BBMF @e quinquefasciatudemonstrando que os aminoacidos
F147, Q148 e F149 séo importantes para a ligac&mxds Bin ao receptor Cqml qrilex
Dentre as estratégias que visam aumentar a afmidadigacdo das toxinas Cry aos seus
receptores em lepidépteros e dipteros através défiocagbes no gene da toxina Cry, a
modificacdo direcional de residuos de aminoécidogegido que contém o sitio de ligagdo ao
receptor tem demonstrado resultados promissoreammaito dos trabalhos que visam a
potencializacdo da acdo toxica das Cry (ISHIKAWAakt 2007; LIU; DEAN, 2006;
RAJAMOHAN et al., 1996; WU et al., 2000). A mesnstratégia poderia ser utilizada na
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toxina Bin, na qual mutagénese direcional na regi@e contém o motivo de ligacdo ao
receptor na subunidade BInB caracterizado nested@stpossibilitaria integrar a esta
molécula caracteristicas que potencializasse séa &ixica. A revelacdo dos aspectos
moleculares ainda desconhecidos da interacdo t®medoB. sphaericuso seu receptor em
C. quinquefasciatug Ae. aegyptidescritos neste trabalho, trazem conhecimentose sobr
modo de agcdo dBs nestas espécies que podem subsidiar a criacaotrdéegms para o

aperfeicoamento do espectro biolarvicida.
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10 CONCLUSOES

a) As proteinas Cgml e Aam1l possuem diferencast@stis e conformacionais que tém um

papel determinante para a sua capacidade de ifteeapecifica a toxina Bin;

b) O papel do receptor da toxina Bin desempenhatiogroteina Cgml depende do epitopo
de ligacdo, potencialmente localizado na regiacernwinal de 45 kDa, e do seu estado

conformacional nativo;

c) Os N-glicanos néo estédo envolvidos na ligacéredeptor Cgm1 & toxina Bin em larvas de

C. quinquefasciatys

d) A refratariedade déedes aegyptseria devido a diferenca conformacional da proteina

Aaml, a qual pode estar ligada a glicosilacao qestaina,;

e) O epitopo™FQF* e a regido N-terminal N33 a R82 sdo essenciais pdigacdo da

subunidade BinB da toxina Bin ao receptor Cgm1.
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11 PERSPECTIVAS

a) Andlise funcional de proteinas Cgml e Aaml magrproduzidas em sistema de

expressao de células Sf9, a fim de identificaritopp de ligacdo a toxina Bin;

b) Mutagénese da toxina Bin e avaliagdo do melhendonda acédo inseticida para larvas de

Culex quinquefasciatusAedes agypti.
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The activity of the Bacillus sphaericus binary (Bin) toxin on Ceulex guinguefasciatus larvae depends on s
specific binding to the Cqm1 receptor, a midgut membrane-bound «-glucosidase. A 19%-nucleotide deletion in
the cgeml gene (eqmly, ) mediates high-level resistance to Bin toxin. Here, resistance in nonmreated and B,
sphaericus-treated field populations of C. guinguefasciatus was assessed through bloassays as well as a specific
PCR assay designed to detect the cgmige- allele in individual larvae. Resistance ratios at 9% lethal concen-
tration, gathered through bioassays, were close to 1 and indicate that the selecied populations had similar
levels of susceptibility to B. sphaericus, comparable to that of a laboratory colony. A diagnestic PCR assay
detected the eqml g allele in all populatons investigated, and bis frequency in o nonireated areas was 0.006
and #0023, while the frequency in the B. sphacricus-ireated population was significantly higher. Values of 0053
and 0.055 were detected for wo distinct sets of samples, and homozygoie resistant larvae were found.
Evaluation of Cqml expression in individual larvae through c-glucosidase assays corroboraced the allelic
frequency revealed by PCR. The data from this stody indicate thao the cqgml g allele was present at a
detectable frequency in nontreated populations, while the higher frequency in samples from the treated area
is, perhaps, correlated with the exposure to B. sphaericas. This is the first report of the molecular detection of
a biolarvicide resistance allele in mosquite populations, and it confirms that the PCR-based approach is

sultable to wack such alleles in target populations.

Bacdlus sphaercus Neide is considered the most successful
microbial larvicide to date for the control of mosquito species
from the Cuwlex piprens (Diptera: Culicidae) complex (20). B.
sphaericus binlarvicides commercially available are based on
highly toxic strains characterized by their ability to express the
binary (Bin) protoxin, a crystal protein produced in large
amounts during sporulation (7). This heterodimer is formed by
the BinA (42-kDa) and BinB (51-kDa) subunits that act in
synergy to produce larvicidal activity upon Culex larvae (3, 23).
The BinB subunit is responsible for the recognition and bind-
ing of the toxin o specific receptors on the midgut epithelium
surface, while BinA is primarily responsible for the toxic ef-
fects, but first the crystal has to be ingested by the larvae and
the protoxin must be processed into toxin by the midgut (7).
The Bin toxin receptor in O pipgens (Cpml) and Cufex quin-
guefasciatus (Cgml) is a 60-kDa e-glucosidase artached o the
epithelial cell membrane by a glycosylphosphatidylinositol an-
chor (9, 30, 31). The action of the Bin toxin on Crulex larvas
relies on its specific binding to those membrane-bound recep-
tors (24). Disruption of the interaction between the toxin and
the midgut is the major mechanism underlying resistance, and
it has already been reported from different laboratory- or field-
selected oolonies (25, 26, 27, 33). Unrelated mechanisms may
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" Published ahead of print on 19 December 2008,

1044

also be involved in resistance, but they have not been charac-
terized so far (25, 27).

Molecular studies revealed that mutations in the genes cpml
and egmd, which prevent the production of functional mem-
brane-bound receptors, are the main reasons behind the lack
of binding of the Bin toxin to the midgut epithelium. Four
cpmljegml resistance alleles were found in Crdex populations
of different origins. The cpmal ., allele, detected in a C. pip-
ens laboratory-selected colony (GEQ) from California, con-
tains a nonsense mutation leading to the syathesis of a trun-
cated protein lacking the glycosyiphosphatidylinositol anchor
and is therefore not able to localize to the apical membrane of
the midgut epithelivm (11, 38). A 1%nuclectide deletion in the
feng cgml, here named cgmld g, was associated with the
resistance of a C guinguefasciarus laboratory colony (CgRL1/
2362) originating from the city of Recife (Brazil), and this
mutation prevents the expression of Cqm1 on the midgut brush
border membranes (28, 29, 30). Two alleles were found in the
. pipuens BF population from France (8). The cpmi g, allele
had a single nucleotide mutation that prevented the expression
of a membrane-bound protein, while the cpralpedel allele
involves transposon-mediated resistance and codes for a mu-
tant membrang-hound protein that is unable 1o interact with
the Bin toxin (10).

The elucidation of mutations conferring resistance to the
Bin toxin is essential for the development of molecular tools to
detect alleles containing such mutations in mosquito popula-
tions. The bicassay is the most widely used method to evaluate
insect susceptibility; however, when resistance alleles are re-
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FIG. 1. Culer guinguefosciones samples were collecied in three areas of Pernambuco state, located in notheastern Brazil. Fazenda Mova is a
nontreated rural district located 130 km from the RMA: both the nontreated area of Peixinhos and the Becilfuy sphaerious-treated area of Agua

Fria arc located in the RMAL

cessively inherited, heterozygote larvae cannot be identified
and detection of resistant homozygotes is difficult, This is a
critical issue since the evolution of resistance in populations
subjected to selection pressure depends on the initial fre-
quency of resistance alleles. The development of diagnostic
PCR methods, or DNA-based kits, has opensd new perspec-
tives in the molecular monitoring of resistance (14, 18, 36).

The Recife Metropolitan Area (RMA), located in the state
of Pernambuco in northeastern Brazll, has been subjected o a
vector control program to reduce O gumguefascietus density in
districts where filariasis is endemic (32). Among other control
measures, B sphaencus-based larvicides have been used, and
ong of the major concerns regarding their use as a microbial
larvicide is monitoring the susceptibility of populations under
selection. The cgml g, - allele was identified in a O qgumeguee-
Fuscsatus colony derived from the RMA (30}, and it is believed
that this mutation may be present and subjected to B, sphaen-
cr selection in field populations. Here we report the develop-
ment of a diagnostic PCE. approach based on the detection of
comd pee and its use o investigate the frequency of resistance
in nontreated and treated C. guimg uefascie e populations.

MATERIALS AND METHODS

Mosgquito Inhnrlery colnnies. Threa colonies weee used in this study: Cq5F &
a O geisguoascias colony susceptible w5, sphsericus which was established
from epg rafts collected (n districts locared in the BMA; the CqRL1 2362 colony
wiae detived from the CqSF colomy by laboratory selecuon with 8. shaericus
strain 2362 and displays a high level of resimance (=100000-fok) o this ento-
mopathogen (29); Recl (5 a0 Aeder aegyp colony esablished from epg samples
collecred in the RMA. All colonkes have been maintained in the insecrariom of
the Centeo de Pesquias Aggew Magalhfes (CPgAM-FIOCRUZ), Brazil, for
more than 5 years. Larvae were feared (n dechlorinarsd tap water and fed with
cat bizcuits. The acdults were fed on 10% sucrose solotion. and females were alzo
fied with chicken blood. nsects were maintained a1 26 = 1°C, 7% humidity, and
a photopenod of 12 h of Hght and 12 h of darkness.

Chalex quingregizseints field populations, Thres field populations from the state
of Pemambuco (Brazily, two of them from 2 nonrreaned area and one from a B
sphaericor-treated arca, were investigated (Fig. 1) The nontreated areas were
Farenda Wova, a rural district locared 180 km from Recife, and Peimnhes,
located in the RMA. The treated area of Agua Frio iz ocated in the BMA, 3 km
away from Peizinbios, and has been subjected 1o the Filariseis Conteol Program,
carried out by the municipaling's Depariment of Health {32). The vector control
subprogram includes the urilization. since 2003, of 5. sphaercs-bosed larvicides
in Chuber breeding sites mapped in that area, Previous anatyas of Agua Fria larva
suscapibility 1o B, sphaenicrs did not indizane the development of ressrance (32)
(Table 1) Samples in Peitinhes and Agua Fris consiged of agg rafis collected
using oviposition traps (4) randomly placed in households within the two peigh-

TABLE 1. Toxicity of Bacilis sphaevicus strain 2362 (standard powder SPHES) against Cufer auinguegfascianes fourth-instar larvae from
susceptible laboratory colony (CqSF), field populations of Fazenda Mova (FNJ and Peizinhos (PX), and a B, sphaericus-treated
population of Agua Fria (AF)

Ly Lo

Colony Mo, of Mo, of

realments larvae Mean (957 BRE Maan (955 BEE
confidence interval) confidence interval |

CgsF ] 2,580 0003 (L02-0.004 ) Lo OLU03E (002101 14) L0
F4 il 1,080 CLOLT (050028 ) 3T 0022 (005-0.072) 06
PX 0 1,020 CLO12 (0050017 ) 20 CLO25 { (RO20-0.036) 0.6
AF 1 ] 60 0008 (000-0.013) 27 0020 (0.0 50036 ) 0.5
24 1,140 0026 (0.015-0.030) a6 0044 (DUIRS-LOAT ) 12

“ Figld sampling wee performed in December 2007 (FM), May 2007 (PX), May 2005 | AF, 13 reatments), and Apail 2007 {AF, 24 treatments).
# Lethal concentrations {mgliter) foe S0 {LC.,) oF 909 (LCg) of lareae reated afier 42 h

* RE between the LO toward the feld population studied and the 1O wward the CqSF calony.

¥ Data for sempling after 13 treatments weee cbtained from the work of Silva-Filha et al, (32),
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borhonds. In Fapenda Mova, large samples of egg rafis and larvae wers directly
collected from breading sites, Berween 50 and 300 egg rafis per populavon were
wsed 10 establish subeolonies thar were maintained ander laboratory conditiens,
as described above, Lapvae fom Fi or F2 progenies wee evaluaied through
bioassays, and foomb-icetar larva samples were gored ar — 700 C for diagnostic
PCR and enzymaric analyss, as described in the following secuons

Hinassoys, C. giinguefasine suscepibility 10 8, sphaemor was analyzed
through biceesays uang eatly fourth-ipsear larvae, acoonding 1o standand proce-
dures {41), Larvae were exposed © serial dilutions of spore cryswal yophilzed
smandard powder from 5. sphaerices 2362 (SPH23E; Pasteur Institu e, France §, for
43 h. Cups beld 20 larvae in 100 ml of bacrerial suspersiors in woier, and ihres
replicabes were performed for the six concenrrations wsted per bioamay. A
contral group, teaed on water only, wasrun in each experiment, and the bioassay
was repeated at least three times. The mean lethal concentrations for 50%
(LiCay) and 90% {LC ) of exposed larvae during £8 b ware estimated throogh
probil anahsis using the program SPSS 100 for Windows. Resistance ratics
(R} for wach populaticn analyzed were calcdlated by comparing their LT values
to that of rhe sieceplible CqSF colony, weed as 1 reference

DHingnostic PCR. For DMA isolation. individoal fousth-insgar Larvae wers ho-
mogenized in DMAzol (Invirogen, Carkbad, CA). @ recommended by the
manufacturer, followed by precipitation with ethancd and reswepension in Trs-
EDTA buffer, PCR was performed using specific primers flanking the 1% nocde-
otida delation o the cgemi .- allele (53° primer, Cpq2F, 5 -ClA GAA TTC ATG
CAG GAC TTC AAs GAG-3" 3 primer, CpLR, §'-GCA CTG CAG GGA
AGT GOT G0A AGG TAC-3'). The reacuons were carrled out with the
Platinum Tiag DA polymersse (Inwirogen) for 35 cycles with an anoealing
temperature of 55°C, using a Biometra thermocycler {Goetiingen, Germany),
Amplification products were separaied in electrophoress on 255 agaroes gels.
Each zesay incloded no-DHA samples and 4 segypid DNA as pegative controls,
Selected PCR prodocts weme subjected 1o auiomatic ssquencing 1© oonfirm the
dentity of the fragmenis. The starisuzal analysis o compare the proportiens of
el gy~ Touind in figld populaticns was performed through the chi-square test
wiih significance at 5% wing the program B-246.2 (wwewr-projechorg).

w-Glucosidase (EC 3.01.20) assays, The a-gluccsidas: maay was performed
essentially as described previowely (340), Individual larvae were homogenized in
phosphate-buffered mline buffer and solubilized in sodiuvm dodecyl sulfate- poly-
acrylamide sample buffer, lacking 2-mercaptocthancl, followed by electrophore-
s on &% acrylamide gek. The gels were then incubared three times for 15 min
in a 2.5% Triton X-100 aquecus solution, folkowed by incubation for 20 min at
37" Cowith a 100w sodium cirare-phosphate buffer, pH 6.5, containing 2 mhd
4-methylombeliiferyl-o-n-guooside {Sigma, St Lonis. MO), under gentle agita-
tinn, Catalytic bands, incliding the Cgmi e-pluccsidass necepror, wede visualized
undier UV light. Samples of 150 m 500 larvae from each population were ana-
Iyzed.

RESLULTS

Selected Reld populations of C guetguefascinhes NEVEr 6X-
posed (0 B. sphaericus, or samples from a treated area, were
first compared through binassays to assess their susceptibilities
to this bacterium. The LC.s derived from the nontreated
populations of Fazenda Nova and Peixinhos were similar, pro-
ducing resistance ratios ( RRs) for both populations, compared
to that of the susceptible laboratory colony CgSF, of equal to
ar near 4. The BRs at LT for thess populations were less
than 1. indicating that natural variations in susceptibility cin be
found in field populations that have not been exposed o B
sphasricus (Table 1). An initial evaluation of the treated pop-
ulation of .i.gua Fria, performed in a previous study, after 13
rounds of B. sphasncus treatment prodoced an RE value al
L., of 2.7 (32). Here, the ewaluation performed after 24
treatments indicated an RR at LCs; close to @ (Table 1).
Mevertheless, these larvae had RR values at LC,, comparable
to those of the CqSF larvae at both times analyzed, indicating
that there were no statistical diferences in susceptibility be-
mween the two populations, according to this parameter.

The identification of the comdg,e - variation provided the
tools for the development of an approach (o monitor the se-
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FIG. 2. DMNA fragments amplified from the Celer quinguefascians
camd and comlge - alleles of susceptible and Bacilliy splaenics-resis-
tant larvae, respectively. The diagnostic PCR. produces distinct profiles
tor susceptible homozygote, resistant homooygote, and susceptible het-
erogygote lavac (lanes 1, 2, and 3, respectively). No fragments were
amplified from the samples with dedes eempsi DNA or without DINA
{lancs 4 and 5, respectively). On the keft, moleoular size (M) markers
arc shown in base pairs.

lection of resistance associated with this allele. A diagnostic
PCR procedure was devised which consisted of the amplifica-
tion of a DNA fragment encompassing the deleted segment.
This assay was first performed using larvae from the B. spha-
emcus-susceptible (CqSF) and -resistant (CqRL1/2362) colo-
nies, consisting of individuals homorygous for the cgrad and
cgmil pee alleles, respectively, to evaluate its reliability. Using a
single pair of primers, two distinct fragments, of 208 and 189
bp, were amplified from the susceprible and the resistant al-
leles of the ol gene, respectively (Fig. 2, lanes 1 and 2).
Single fragments of the expected sizes were amplified from
DMNA samples from each reference colony, and sequencing of
selected samples confirmed their identity as products of the
cgml pene. Amplification of both fragments was obeerved in
heterozygate larvae, obtained from the cross between suscep-
tible and resistant individuals from these colonies (Fig. 2, lang
3), and no fragments were amplified in samples with 4. aegpa
DMA or those without DNA, used as negative controls (Fig. 2.
lanes 4 and 3).

A second approach to evaluate the susceptibility of individ-
ual C. guingusfascia tus larvae (0 B sphaericus was performed
using an in-gel e-glucosidase assay. Susceptible larvae from the
Cq5F colony showed a reproducible profile of four catalytic
bands, and the Cqm1 e-glucosidase migrated with an apparent
molecular mass of 83 kDa, under semidenaturing conditicns
(Fig. 3. 5). Resistant larvae from the CqRL1/2362 colony,
which are homozygotes for the cqmlpe- allele, were charac-
terized by the lack of the catalytic band corresponding to Cgml
(Fig. 3, B). Analysis of individual larva samples, using different
hody parts for bath PCR and «-glucosidase assays, confirmed
the correlation between genotype and phenotype (data not
shown).

Both the PCR and the e-glucosidase assays were then used
to investigate individoal larvae from the populations tested
with the bioassays. Using PCR, the cqml g, resistance allele
was detected in samples from all field populations analyzed. In
Fazenda Mova, an area without a previous history of B. spha-
emcus Wilization, three larvae oul of 504 analyzed were hel-
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DISCUSSION

The detection of the cgmig, - allele within €. quinguefas-

ciatus populations from the state of Pernambuco, Brazil, con-

83 kDa = stitutes the first report of an allele conferring resistance to

FIiG. 3. Analysis of a-glicosidases from susce ptible (5) and Bacillus
sphaericus-resistant (R) Culex guinguefasciatus larvac. In-gel assays
were performed wsing crude extracts from individual larvae. Samples
were separated by 8% semidenaturing sodium dodecyl sulfate-poly-
acrylamide gel electrophoresis and submitted to enzymatic detection.
Catalytic bands were visualized under a UV transilluminator, and the
arrow indicates the 83-kDa band comesponding to the Cgml ce-gluco-
sidase.

erozygotes for cgml g and its frequency was (L0029 (Table
2). The frequency in the nontreated population of Peixinhos
was (L0061 based on the detection of six heterozygote individ-
uals among 492 larvae analyzed. This frequency, although not
significantly different from that observed in the Fazenda Nova
sample, showed a twofold increase (Table 2). All larvae tested
from the two nontreated populations displayed expression of
Cgml, as obsarved by the in-gel a-glucosidase assay, and this
finding was in agreement with the PCR screening data with no
homozygotes for the cgmi .- allele (Table 2).

Screening of the treated area from Agua Fria revealed a
different scenario, and the eqeal g - frequency was significantly
higher than those found in nontreated populations. In samples
collected after 13 treatments with B. sphaericus, the frequency
was (.053, and within 499 larvae tested both heterozygote and
homozygote larvae for eqml g were found (Table 2). After
24 treatments, 16 heterozygotes and one homozygote larva for
this allele were detected within 162 individuals and the fre-
quency remained high (Table 2). Sequencing of selected frag-
ments of both sizes confirmed their identity and assured us of
the reliability of the PCR assay. With respect to the Cgml
expression, larvae lacking expression of Cqm1 were detected in
both evaluations performed and confirmed the presence of
resistant larvae in that population, as indicated by the allelic
frequency (Table 2).

biclarvicides in mosquito field populations, assessed through a
DMA screening procedure. This assay showed that the same
resistance-inducing allele is present in populations without a
previous history of . spheericus exposure, Fazenda Nova and
Peixinhos, although at this stage it is possible that the
slightly higher cqmligee frequency detected in Peixinhos
could result from indirect exposure to B. sphaericus, favored
by the proximity with the treated area of Agua Fria. The
PCR-based approach also demonstrated that the frequency
of the cgml g, allele in the treated arca of Agua Fria was
higher than that in the noatreated populations. This was fur-
ther corroborated by the presence in Agua Fria of individual
resistant larvae, homogygotes for the cgmige allele and not
expressing the Cqml e-glucosidade.

Resistance genes of lepidopteran and coleopteran popola-
tions exposed (0 Bacillus thurmgrensis spraying or 1o Br-trans-
fenic crops have been investigated, and the frequency ranges
from 1077 to 107! (1, 2, 5, 6, 14, 16, 19, 35, 36). Global
monitoring data on resistance have shown that the frequency
of resistance alleles has not increased in pest insects from Bt
cropareas, and it is likely that the high-dose refuge strategy has
contributed to delaying resistance (21, 34). Most studies used
the F2 screen o estimate the frequency of resistance alleles,
which is a method based on the bioassay of F2 neonates ob-
tained from isofemale lineages. Recently the first DNA screen-
ing for mutants of the cadherin gene associated with Bt cotton
resistance of the pink bollworm Peciimophorns gossypeela (Lep-
idoptera: Gelechiidae) was performed, but those alleles were
not present in a sample of 5,571 insects from Arizona (36). A
similar screening of a retrotransposon insertion in the cadherin
feng (HewCallP) associated with B thurmgensis resistance of
the lepidopteran Heliothis virescens did not detect this insertion
among 7000 individuals, and its frequency was estimated to be
7 #1077 {13, 14). The cgmiy,. - alele analyzed in this study
was successfully detected through PCR screening in a C quin-
quefasciatus population without a record of B, sphaericus eX-
posure and geographically isolated from those populations that
have been exposed, with a frequency of 3 > 107, This finding
is in agreement with the previous evidence that genes for
resistance to bacterial toxins can be present at detectable fre-
quencies in nontreated populations (12). For instance, the

TABLE 2. Frequencies of cgmiliogmilpee allekes and expression of the Cqml receptor in Cleley guinguefascianis larvae from nontreated
populations of Fazenda Mova (FM) and Peixinhos (PX) and the Becillus spheericus-treated population of Agua Fria (AFF

Mo, of larvae with com! genotype

Mo, of larvae and Cgmi

) Ho. of gl expression status
Colony trearments fr?qu:;c.r}' e — -
Toral cgmilicgml cagmlicgmal pp- R T T — Tosal Positive Megative
FN a S04 01 3 1] 00028 S007 507 1]
X 1] 492 486 [ ] 00061 374 374 o
AF 13 499 452 41 6 00353 325 323 2
24 162 145 16 1 0055 162 161 1

@ Genorypes for the ogeed gene and the Cqmil expression profile were determined by diagnostic PCE. and in-gel c-gluocsidase assays, respectively.
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frequency of an allele conferring resistance to Bt poplars in
Chrysomela tremudae (Coleopiera: Chrysomelidae) populations
that have been not exposed o widespread vse of B. thummgen-
sis ranged from U011 to Q0037 (15, 37). A recent work also
detected mutations associated with malathion resistance in
specimens of the fly Lucdia cuprme (Diptera: Calliphoridae ).
collected between 1930 and 1949, before the introduction of
this insecticide in 1950 (17). The cqeal g Irequancies in Agua
Fria samples collected after 13 and 24 treatments were similar,
despite additional treatments performed on the second sample
and the fact that the bioassay data showed that the RR values
at LT, shifted from 2.7 10 8.4 berween the two samples. [n this
particular case, the RR values do not seem (o ensure the
ingrease of selection pressure or indicate resistance, since a
previous study of Arua Fria has shown similar variations in this
parameter (2.7, 7.3, and 4.7), despite the progressively higher
numbers of treatments performed (32), 1t is then possible that
the selection pressure has not actually increased during the
interval between the collection of the 13- and 24-trearment
samples, perhaps due 1o other factors which can also influence
the efficiency of this process, such as the coverage of treatment
cycles, updating of new bresding sites, mosquito density, and
climatic and other environmental factors. Mevertheless, our
approach was not designed (o directly evaluate the effect of B.
sphaericus treatment upon the frequency of the cqml g, al-
lele, since samples of the Agua Fria population before and
after treatment wers not available, At this stage it is not pos-
sible to infer if the higher frequency observed for the cgml g, -
allele in the treated population is a response 1o tréatment or a
reflection of natural variations betwesn different mosquito
populations.

MNowel approaches are needed o provide information for the
management of resistance to bacterial toxins. The knowledgs
of the initial frequency of resistance allzles in field populations,
particularly for those that are inherited recessively, is essential
o establish strategies to delay resistance (14, 36, 37). In such
cases, heterozygous individuals that emerge gradually in the
population under selection cannot be identified by binassays
and resistance allele frequency can increase without being de-
tected. Bicassays are further limited in that they demand large
sample size and maintenance of F1 or F2 progenies in the
laboratory and assays should be performed under specific con-
ditions 1o provide reliable data. In the context of Crder nesis-
tance o B sphaercus, the improvement in DNA screening is
needed (o track other resistance alleles already described (10,
11}, since the PCR used in the study is specific for the cgml g -
allele. The w-glucosidade in-gel assay can also be useful to
detect individuals not expressing Cqmil whose resistance can
be associated with alleles other than cqml g, althoogh this
assay is able to detect only homozygous resistant larvae, Both
methodologies, despite some limitations, proved 1o be suitable
to screen for B sphaercns resistance, and s association with
diagnostic bipassays can increass the ability to detect the fre-
quency of resistant individuals,

Bin toxin constitures an important resouece from the arsenal
of environmeneally safe insecticidal molecules available. Selec-
tion of resistance can be largely minimized through the coor-
dinated use of Bin toxin with other insscticidal proteins, in
mixtures or in rotation, in the scope of integrated control
progeams (22, 39,400 Monitoring of population susceptibility,
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particularly focusing on the frequency of resistance alleles, is
essantial, and this study demonstrates the effectiveness of mo-
lzcular tools o determine such frequency in Culer natural
populations.
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Aedes aegypti larvae are refractory to the insecticidal binary (Bin) toxin from Bacillus sphaericus, which is
not able to bind to its target tissue in the larval midgut. In contrast, Culex pipiens larvae are highly
susceptible to that toxin, which targets its midgut brush border membranes (BEMF) through the binding
of the BinB subunit to specific receptors, the Cpml/Cgm1 membrane-bound «-glucosidases. The iden-
tification of an Ae. aegypti gene encoding a Cpm1/Cgm | orthologue, here named Aam |, led to the major
goal of this study which was to investigate its expression, The aam! transcript was found in larvae and
adults from Ae. aegypti and a =73-kDa protein was recognized by an anti-Cgm1 antibody in midgut
BBMF. The Aam! protein displayed o-glucosidase activity and |localized to the midgut epithelium, bound
through a GPI anchor, similarly to Cpml/Com1, However, no binding of native Aam1 was ohserved to
the recombinant BinB subunit, Treatment of both proteins with endoglycosidase led to changes in the
malecular weight of Aaml, but not Cgm 1, implyving that the former was glycosvlated. The findings from
this work rule out lack of receptors in larval stages, or its expression as soluble proteins, as a reason for

Ae. aegypti refractoriness to Bin toxin,

© 2010 Elsevier Led. All rights reserved.

1. Introduction

Aedes aegypti is the major vector responsible for the trans-
mission of dengue in the Americas, a disease which constitutes
a major health problem in a number of different countries. So far,
interruption of disease transmission relies on vector controf actions
and biofarvicides based on the bacteria Bacillus thuringiensis
svar. israelensis (Bti) have been used as effective tools to reduce the
population density of Ae. aegypti {Armengol et al., 2006; Lee and
Zairi, 2006; Regis et al., 2008), Toxicity of Bt depends on the
Cry4Aa, Cry4Ba, CryTlAa and CytlAa insecticidal proteins, which
act synergistically and display specific action against species of
Aedes, Culex and Anopheles. B. sphaericus is another commercially
available biolarvicide used to control culicide larvae whose activity
is associated with a single heterodimeric crystal protein, the binary
{Bin) toxin {Baumann et al., 1985; Broadwell and Baumann, 1987;
Baumann et al, 1988). This insecticidal protein displays high
roxicity against Culex, Anopheles and Aedes larvae, however Ae.

* Corresponding author. Tel: +55 81 21002553; fax: +55 81 21012516,
E-rmiail gedress: mhneves@cpganm fooiz bre (MH.NevesL. Silva-Filha).

0965-1748/% — see front matter @ 2000 Elsevier Lid. All rights reserved.
doi: 101016/L ibmb 201005007

aegypti is considered a refractory species since the lethal concen-
tration of Bin toxin is about 100-fold higher than that for C pipiens
larvae {Nielsen-LeRoux and Charles, 1992). The mode of action
of Bti and B. sphaericus insecticidal proteins is similar and involves
ingestion of crystals, dissolution under alkaline pH, proteolytic
processing of protoxins into toxins and specific binding of active
toxins to membrane-bound midgut receptors, the later a critical
step which determines the spectra of action of these toxins (Regis
et al,, 2001; Lacey, 2007). Bin toxin binding to the receptors trig-
gers a set of cytopathological events in the midgut epithelium
which result in larval death {Charles, 1987; Singh and Gill, 1988; de
Melo et al., 2008), Action of Bin toxin on larvae midgut depends on
the processing of the 51- {BinB) and 42-kDa (BinA) subunits into
43- and 39-kDa active fragments, respectively, which actinsynergy
and present optimal toxicity at equimolar concentration (Nicolas
et al, 1993; Charles er al., 1997). Bin toxin, through its BinB
subunit, recognizes and binds to a 66-kDa glycosylphosphatidyl-
inositol {GPI) membrane bound =- glucosidase which acts as
a receptor in C pipiens (Cpm1), C quinguefosciatus (Cgm1) and An.
gambie {Agm3) larvae, all B. sphaericus susceptible species {Silva-
Filha et al,, 1997, 1999; Darboux et al., 2001; Pauchet et al,, 2005;
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Romdo et al,, 2006; Opota et al., 2008). Ae. aegypii, despite its close
taxonomic position to the highly susceptible species from the
C. pipiens complex, is refractory to B. sphaericus. Previous studies
demonstrated that this condition is not related to the capacity of
proteolytic processing of insect midgut, but rather to the failure of
active Bin toxin to bind to brush border membranes (BBMF)
[Nielsen-LeRoux and Charles, 1992).

In silico analysis of Ae. aegypti zenome revealed a gene which
encodes an orthologue of the Bin toxin receptor, here named Aaml.
This orthologue displays 74% identity to the Cgm1 «-glucosidase,
which is higher than the 66% identity found between Cqm1 and
Agm3, the functional Bin toxin receptor in An. gambiae (Romao et al,,
2006; Nene et al, 2007; Opota et al, 2008). The high level of
conservation between the Aam1 and Cqm1 sequences highlights the
need to investigate the mechanisms behind the refractoriness of Ae.
aegypti larvae to the Bin toxin, since the lack of Bin toxin binding
to BBMF could result from inadequate expression of a potential
receptor, or, to its inability to bind to the toxin. The major goal of this
study was o investigate Aam1 expression in Ae. aegypt in order
to understand factors involved in its refractoriness and to provide
knowledge on the molecular basis of the Bin toxin interaction with
cell receptors in the midgut of culicide larvae,

2. Materials and methods
2.1. Mosquito colonies

Aedes aegypti {RecL) and Culex quinguefasciatus (CqSF) colonies
maintained for more than 10 years in the insectarium of the
Department of Entomology/Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes-
FIOCRUZ were used in this work, Insects were reared at 26 +1°C,
70% relative humidity and photoperiod of 12:12 h light/darkness.
Larvae were maintained in deionised water and fed with cat
biscuits, Adults were maintained on 10% sucrose solution and the
females were also fed with chicken blood,

2.2, Sequence analysis

Blast searches were carried out to identify Cgm1 orthologue and
paralogues in Ae. aegypti genome available at GenBank databases
{ heep: /fwwwincbi.nlm.nih.gov), Sequence alignment was performed
with ClustalW ( hrep:/ fwww,cmbi, kunont/bioinf/tools/clustalw.shtml)
and manual refinement was done, when needed. NetNGlyc 1.0
predictor was used to identify potential putative N-glycosylation sites.

2.3. Reverse transcription

Ae. aegypti RNA extraction was carried out from pools of 4th
instar larvae or adults from RecL colony using Trizol reagent, as
previously described (Romdo et al,, 2006). Reverse transcription
was performed at 37 °C, for 1 h using 13 pg of total RNA, 7.5U of
AMV®reverse transcriptase (Gibco, Gaithersburg, MD, USA) and
2 uM of the Oligo DT20® primer (Invitrogen, Carslbad, CA, USA).
PCR reactions were performed to amplify the aam? cdDNA using
specific primers designed based on the gene sequence (GenBank
accession no. XP_001660909) Pwd (5-GCA CTG CAG AGT TCG GCT
CAC GAG ATG-3")and Rev (5-CAA AAG CTT CTA CAC TAA GAA ATA
CT-3"). Forward and reverse primers contain restrictions sites for
the Pstl and Hindlll enzymes, respectively (underlined). Specific
primers were used to amplify the cDNA from two aam1 paralogue
sequences. P1(GenBank accession no. EAT45278) Fwd (5-GCAGGA
TCC ACT TCG AAA TGG TAT TAA CG-3) and Rev (5'-CGAG AAG CTT
AAG CCT CGA TTA CTG CIC- 3'); P2 (GenBank accession no.
EAT48295) Fwd (5'-CAA GCATCC CAACTG CTTACT GCA ACA TG-3")
and Rev (5"-CAG GAA TTC TTC TAT GAC TCA TAC TCC-3"). Forward

and reverse P1 primers contain restrictions sites for the BamHI and
Hindlll enzymes and P2 primers contain restrictions sites for the
BamHI and EcoRI enzymes, respectively (underlined ).

24. Cloning and expression of Aam1 and Cgm1 in Escherichia coli

amplified fragments from cgm1 and aam1 genes were purified
using GFX DNA and Gel Band Purification® kit (GE Healthcare) and
transferred to the plasmid vector pRSETc® (Invitrogen) for protein
expression in E coll Recombinant plasmids containing fragments
of the aam1 and cgm! genes were sequenced to confirm their
identities and used for the expression of the 45-kDa truncated
recombinant protein in competent cells of strain BL21 star. The
Aam1 truncated protein was produced and purified, as described
previously for Cqm1 (Romdo et al., 2006).

25. Protein samples

Whole crude extracts of Ae. aegypti and C quinquefasciatus
were obtained from 1st to 4th instar larvae and adults, which were
homogenized in 20 Wl of PBS pH 74, supplemented with 0.02% of
sodium azide and 10 mM PMSF (Sigma, St Louis, MO, USA), used as
protease inhibitor. Samples were centrifuged at 1.500 g for 2 min at
4+C and the supernatant was collected to be used as crude extract
samples. Brush border membrane fractions (BEMF) from 4th instar
whole larvae and CHAPS-solubilized proteins from BBMF {CHAPS-
extracts) were obtained as previously described ( Silva-Filha etal., 1997,
1999), Crude extracts, BBMF and CHAPS-extracts were stored at =70 +C
until use, Protein contents were determined by the Bio-Rad protein
assay® (Biorad, Hercules, CA, USA) using a bovine serum albumine
(BSA) standard curve, Enrichment of BBMF and CHAPS-extracts was
evaluated through the detection of #-glucosidase activity (EC 3.2.1.20),
a marker for proteins from apical cell membranes. Samples were
incubated in 0.1 M sodium citrate-phosp hate buffer pH 6.5 with 2 mM
of p-nitrophenyl-#-p-glucanopyranoside (Sigma, St Louis, MO, USA) at
37 °Cfor 1 h,and the absorbance was recorded at 405 nm.

2.6. SDS-PAGE and immunobloting

Protein samples were separated on 10% SDS-PAGE and trans-
ferred to nitrocellulose ECL® membranes (Amersham Biosciences,
Little Chalfont, UK). Membranes were blocked in 50 mM Tris—HCI/
150 mM NaCl/0.1% Tween 20 pH 7.6, containing 5% nonfat dry milk.
Cgm1/Aam1 detectionwas carried out through incubationwith anti-
Cgm1 antibodies, affinity purified from a rabbit polyclonal serum, at
a1:200 dilution, followed by incubation with the secondary serum,
goat anti-rabbit antibodies conjugated to horseradish peroxidase, at
a 1:20,000 dilution. The blots were developed using the Immaobi-
lonWestern HRP Substrate® (Millipore, Billerica, MA, USA).

27. H-PLC treatment

Ae. aegypti BBMF (100 pg) was incubated with 1 unit of B. cereus
PI-PLC (Sigma) for 90 min at 30°C in 200 pl of sedium phosphate
buffered saline (2.1 mM NaHzPO4/14 mM NayHPO4150 mM NaCl, pH
74). Protein samples were centrifuged at 18.000 g for 30 min, pellet
and supernatant were assayed for a-glucosidase activity and used in
immunoblotting with anti-Cqgm1 antiserum. Megative control
samples were incubated without PI-PLC under the same conditions.

2.8. w-glucosidase assays
BBMF samples (15 pg) from C quinquefascintus and Ae. aegypti

solubilized in SDS-PAGE sample buffer, without beta-mercaptoe-
thanol and without being heated, were separated on 8% SDS-PAGE at
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4 *C and submitted to enzymatic detection as previously described
{Romdo et al,, 2006), Gels were also submitted to immunodetection
as described in section 2.6. PI-PLC treated Ae. eegy pti BEMF samples,
pellets and proteins from supernatants, were submitted to o-
glucosidase activity assay by incubating at 37°C in 100 mM of
citrate-phosphate buffer pH 6.5 with 2 mM p-nitrophenyl-z-o-glu-
copyranoside (Sigma) as the substrate. Non treated samples,
submitted to the same incubatien conditions described above, were
used as a negative control,

2.9. Bin toxin

The gene encoding the BinB subunit from B. sphaericus Bin toxin
was amplified from a B. thuringiensis recombinant strain containing
the pGSPID plasmid {Bourgouin et al, 1990). Specific primers
Fwd (5'-CACGCGATCCATGTGCOATTCAAAACACAATTC-3" and Rev{5'-
CACCTCGAGCTCOTTAATTTTAGGTATTAATTC-3'), containing BamHl
andXhol restriction sites{ underlined were used in the amplification
of the gene which was subsequently cloned into the expression
vector pGEX 4T3. Selected PCR productswere subjected to automatic
sequencing to confirm their identity and integrity, Recombinant
BinB subunit was expressed in E coli BLR cells fused to glutathione S-
transferase( BinB-GST) and purified asdescribed previously {de Melo
MNeto et al, 1995),

2.10. Pull-down assays

Pull down assays were carried out as previously described{ Dhalia
etal, 2005), Briefly, CHAPS-extracts (20 pg) samples were incubated
with BinB-GST {2 pg) immobilized on glurathione-sepharose 4B%
(GE Healthcare) beads (10 pl) {BinB-beads), for 2 h at 4°C in BB3
buffer (100 mM KCI/1 mM MgCly/50 mM HEPES/0.2% NP4D/5%
giycerol), under agitation. Non-specific binding was determined by
incubating CHAPS-extract with glutathione-5-transferase immobi-
lized on glutathione-sepharose (GST-beads). After incubation with
CHAPS-extracts, BinB- or GST-beads were collected by centrifugation
at 1.500 g, for 2 min at4 *C and washed three times with BB3 buffer,
Samples were solubilized in sample buffer, boiled for 5 min and
separated on 10% SDS-PAGE. Protein samples were submitted to
immunoblotting as described in section 2.6.

2.11. Enzyme deglycosylation

Deglycosylation of Aam1 and Cqm1 proteins was carried out
using N-glycosidase F {PNGase F) and Endoglycosidase H (Endo H)
(New England Biolabs, Beverly, Ma, USA). Native or denatured C.
quinquefasciatus and Ae. aegypti CHAPS-extracts were treated
according to manufacturer’s instructions, Briefly 10-20pug of
proteins from CHAPS-extracts and 2U of PNGase For Endo H were
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incubated at 37<C for 1 h, in duplicates, CHAPS-extracts incubated
under the same conditions in the absence of the enzyme, were used
as untreated control. Samples were submitted to pull down assays,
SDS-PAGE and immunablotting as described in sections 2,10 and
2.6, respectively, in order to evaluate deglycosylation of proteins
as well as their ability to bind BinB after treatment

3. Results
3.1. Comparative analysis of sequences

The Cgm1, Agm3 and Aam1 orthologues (GenBank accessions no.
ABCS9609, no, ABWIBG683 and no. XP_001660908, respectively) share
extensive segments identical in sequence spread out throughout their
length, N- and C-terminal ends are more diverged in sequence but
all are rich in hydrophobic residues and compatible with similar
roles in protein secretion and GPI anchoring (Supplementary Fig. 1).
Ne features within the Aam1 sequence, such as elements conserved
in Cqm1 and Agm3 but missing from this orthologue, are observed
through sequence analysis alone which could explain its lack of
binding to the Bin toxin, although it cannot be discarded that single
amino acid residues which differ between the three proteins could be
aitical for the interaction with the toxin.

3.2, Expression analysis of the aaml transcript

To investigate the possibility that Bin toxin binding failure to
BEMF might be due to lack of expression of a potential receptor
in larval stages, the presence of aami transcript was first assayed
through RT-PCR using RNA samples from different Ae. aegypti
developmental stages. A single PCR band of the expected size for the
aami cDNA { ~1,8 kb) was detected in samples from larvae and
adult (Fig. 1A and B). In contrast, RT-PCR of two aam?! paralogue
z-glucosidases genes only produced the expected band in samples
from adult tissues (Fig. 1B). This result is consistent with the aami
gene being constitutively transcribed throughout the insect [ife
cycle, Presence of the aam] RNA does not necessarily mean that the
mature polypeptide is being expressed in insect life stages. To
analyze the expression of Aam1 native protein, a polyclonal serum
raised against an N-terminal 45-kDa recombinant fragmentof Cqmi
{Romdo et al, 2006) was evaluated. Anti-Cgm1 serum recognized,
with similar intensity, an equivalent Aam1 45-kDa recombinant
fragment produced in E. coli (Fig. 1C), and therefore was used for
further studies of native Ae. aegypti samples,

3.3. Expression of Aam1 in larvae midgut
Immunoblotting of whole crude extracts from Ae. aegypt using

anti-Cqm1 allowed the detection of a =73-kDa candidate protein

aami p1 p2 C
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Fig L. Detection of sami mENA Mom Aedes aegvpt and the respective Aaml recombinant protein. (A ) RT-PCR to detect aam] mRENA and twa paralogues (pl, p2 ) mENA From Lrvae,
reactions were carried out in the presence (+) or absence (-] of the reverse transcriptase enzyme. (B) RT-PCR o detected mRNA described in A, using adults samples. Molecular
weight markers in base pairs (hpl (O Immunablotting of Cym {(Cg}and Aam1 (Aa) 45-kDa wecombinant proteins produced in Eseherichio coli. Two pg ol proteins were separated on
10% SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membrane and submitted to immunodetection with an ant-Cqm1 antibody. MW, molecular weight markers in kDa
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ca An instead of the 66-kDa observed in denaturing SDS-PAGE which was
w 10 o5 258 20 0 05 25 in agreement with the weight predicted according to its sequence.
oo In contrast, Aaml has a predicted sequence of 66.8 kDa and
migrates as a =73-kDa protein in SDS-PAGE, while it is smaller
) than Cqm1 under semi-denaturing conditions.
82— 35. Detection of Aam1 GPI anchor

i — e =

Fig 2. Immunaoblotting of midgut brush border proteins from Culex quinguefosciatus
(Ca) and Aedes aegypd (Aa) larvae. Proteins samples (25 1o 20 pg) were separated on
10% SDS-PACE, transferred to nitrocellulose membrane and submitted to immunode-
tection with an ant-Cgml antibody. MW, molkecular weight markers in kDa

which is present in all larval stages, as well as in female and male
aduits {data mot shown), This analysis was further performed
in BBMF samples and a protein of the same size was detected,
confirming its localization to the midgut of Ae. aegypti larvae (Fig. 2,
Aa). In equivalent samples from C quinguefosciostus, used as
a control, the 66-kDa protein corresponding to Cqm1 was recog-
nized (Fig. 2, Cq). Considering that anti-Cqm1 antibody recognizes
both Cqm1 and Aami with roughly similar intensities, based on
the preliminary assays using the recombinant proteins (Fig. 1C),
and since equivalent loads of BBMF samples were used for the blots
(Fig. 2), these results are consistent with Aam1 being expressed at
equivalent or increased levels, compared to Cqml.

3.4. w-glucosidase assays

In gel enzymatic assays were performed to evaluate the pres-
ence of a-glucosidase catalytic bands in BBMF samples. Under
semi-denaturing conditions Ae. aegypti BBMF resolved into four
main catalytic bands while the same pattern was observed for C.
quinquefosciatus BBMF samples, with the difference that Ae. aegypti
proteins seemed to migrate with slower mobility (Fig. 3A). Immu-
noblotting of these proteins revealed a single Ae. aegypti catalytic
band recognized by the anti-Cqgm1 antiserum, as observed for
C. gquinquefasciatus, indicating that this band corresponded to the
Aam1 orthologue (Fig. 3B). Migration of Cqm1 showed an apparent
molecular weight of 82-kDa under semi-denaturing conditions,

Cqg Aa

A Cq Aa B
MW MW

115

Fig 3. In gol a-glucosidase assay of midgut brush border proteins from Culex quingue-
Saseimtus {Cg) and Ardes segypn (fa) larvae separated on BX semi-denaturing SDE-PAGE.
(A In gela-glutoskdase assay with bands indicating substrate cleavage, visualized under
a UV transilluminator. (B} lmmunoblotting of the samples shown in (A} with an anti-
Cgmi antibody. Arrowes indicate the Aami protein, MW, moke cular markers in klDa

Ae. aegypti BBMF samples were then treated with PI-PLC to
determine if Aam1 is a GPl-anchored protein. Following treatment,
the BBMF-bound (pellet) or released proteins (supernatant)
were assayed for a~glucosidase activity. Whilst most a-glucosidase
activity remained bound to the membrane fraction prior to treat-
ment, a significant part of this activity was solubilized upon incu-
bation with the enzyme and displaced to the supernatant (Fig. 4A).
Immunoblotting showed that in untreated samples most of Aam1
was found to be present in membrane fractions, while after treat-
ment it was displaced to the supernatant (Fig. 4B), confirming that
it is a GPl-anchored protein.

36 Interaction assay between Aaml and BinB

The presence of the purtative Aaml receptor as a midgut
membrane bound «-glucosidase in Ae. aegypti larvae raised the
question of whether it is able to bind to BinB subunit of Bin toxin.
To address this, solubilized protein samples from Ae. aegypti and
C quinquefasciatus BBMFs (CHAPS-extwacts) were evaluated
through pull-down assays using the BinB-GST subunit expressed
and purified from E. coli. Native Cqm1 from C quinquefasciatus
CHAPS-extracts specifically bound to BinB, as expected, whilst no
protein bound to the GST control only (Fig. 5A). In contrast, no
specific binding of Aam1 to the BinB was detected, despite its
availability within the Ae. aegypti CHAPS-extract (Fig 5B) Cgm1
45-kDa protein produced in E. coli was also evaluated through
pull down assays, however, it did not provide conclusive data
since this protein did not show a pattern of specific binding to
BinB subunit {data not shown). It is possible that the truncated
proteins from E coli did not display adequate folding to be
evaluated in terms of functionality t bind to Bin toxin.
Complementary assays performed in this study showed that
native Cqm1 protein loses its ability to bind to BinB toxin after
being denaturated by thermal inactivation, reinforcing the role of
protein folding for this feature (Supplementary Fig. 2)

3.7. Effect of deglycosylation on Aam1 and Cgm1

The molecular weight observed for native Aam1 contrasts with
the predicted weight based on its sequence and is indicative of
post-translation modifications, such as glycosylation. To investigate
this possibility, Ae. aegypti and C. guinguefasciatus CHAPS-extracts
were submitted to treatment with two endoglycosidases, After
incubation with PNGase F, Cgml resulted in a 66-kDa-protein
identical in size to the non-treated control, indicating a lack of
carbohydrate removal from the native protein (Fig, 6A, T).
In contrast, PNGase F treatment of Aam 1 resulted in a protein about
5-kDa smaller, consistent with the removal of oligosaccharides
from the polypeptide chain (Fig. 6B. T). A similar treatment with the
Endo H endoghycosidase did not display any effect on either Cgmi
or Aam1 proteins from CHAPS-extracts (data not shown). Results
are consistent with Aam1, but not Cgm1 being specifically glyco-
sylated. A search for possible glycosylation sites present in the
Aam1 but missing from its orthologues in Culex identified a single
site, berween residues 310 and 312 3'NRT2'2)), which could be
the target for the glycosylation observed. Treated CHAPS-extracts
were then used in pull down assays to investigate any effect of the
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Fig 4. Analysis of midgut brush border proteins from Aedes segypri larvae after PL-PLC treatment. (A) Release of a-glucosidase activity in pellets (P} and supernatanis (5] of PI-PLC-
treated and non-treated samples. (B) lmimunoblotting of pelkets and supernatants from samples showed in A with an anti-Gym1 antibody. B. Non-treated sample of midgut brush

barder proteins, MW, molecular markers in kDa

deglycosylation on the interaction with the Bin toxin. No changes of
binding properties t©o BinB were observed, Cgmi still bound
specifically to this subunit (Fig. GA, T1) whilst no binding was
observed for Aam1, before or after PNGase treatment (Fig, 6B, T1),

4. Discussion

Identification within the genome of Ae. aegypti, of a gene
encoding an orthologue highly similar in sequence to the Bin toxin
receptor from Culex sp. and An. gambiae (Darboux et al, 2001;
Romao et al,, 2006; Opota et al., 2008) contrasts with the failure
of Bin toxin to specifically bind to the midgut of larvae from this
species. Appropriate midgut proteolytic processing of the toxin and
availability of functional binding sites has been claimed as key
aspects for insect susceptibility to such toxins, but failure of midgut
processing has been ruled out as the reason for the refractoriness of
Ae. gegypti larvae to Bin, as well as to the Cry48Aa/Cry49Aa toxin
from B. sphaericus strain IAB59, whose activity is also restricted
to Culex {Nielsen-LeRoux and Charles, 1992; Jones et al, 2008}
This study shows that a closely related orthologue to the Bin toxin
receptors previously described from C. pipiens (Cpm1), C. quingue-
fasciatus (Cqm1) and An. gambige (Agm3) (Darboux et al., 2001;
Romdo et al, 2006; Opota et al, 2008) is expressed in Ae. aegypti
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midgut larvae as a GPl-anchored protein. Previous studies reported
#-glucosidases that can be stage-specific or expressed as soluble,
instead of membrane-bound proteins | Darboux et al., 2002; Romdo
et al., 2006; Souza-Neto et al, 2007), The finding from our study
rules out ladk of expression of the receptor in larval stages, or its
expression as a soluble protein, as a possible reason behind the
refractoriness observed in Ae. aegypti,

a-glucosidases belong to the larger family of a-amylases which
are responsible for catalyzing the hydrolysis of glycosidic linkage of
oligosaccharides (Terra and Ferreira, 1994; Janecek, 1997). Aaml
is part of the set of membrane-bound %-glucosidases that play
essential physiologycal roles for carbohydrate digestion in A
aegypti larvae, Cpml, Cgm1 and Agm3, orthologues from C pipiens,
C quinguefasciatus and An. gambie larva respectively, have been
shown to be highly conserved and constitutively expressed in
larvae and, as well as performing their enzymatic role essential
for the insect survival, also act as spedfic receptors for the Bin toxin
{Silva-Filha et al, 1999; Romdo et al, 2006; Opota et al, 2008).
Expression at adequate concentrations and life stages and locali-
zation on the epithelium surface are features which Aam1 shares
with Cpmi, Cgm1 and Agm3, nevertheless, affinity assays have
previously demonstrated that Bin toxin does not bind to Ae. aegypti
BEMF(Nielsen-LeRoux and Charles, 1992), which is corroborated by
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Fig 5. Interaction of sohibilized midgut brush border proteins (CHAPS-extmets ) from Cilex quinguefascienis (A) and Asdes asgypti (B} larvae with the BinB toxin subunit, evahiated
through pull down assay CHAPS-extracts were incubated with GST (1) or BinB-GST (2} immobilized on beads. Bound proteins wee separated on 108 SDS-PAGE. transferied 1o
nitrocelulose membrane and submitied to immunodetection with an anti-Cym 1 antibody. Ext: CHAPS-extracts sample without incubation with GST or BinB-GST beads. (C) GST (1)
and BinB-GST (2] proteins immobilized on beads are shown in a Coomassie-stained gel. MW, maolecular weight markers in kDa.
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Fig. 6. Effect of PNGase Fendoglycosidase treatment on midgut proteins [ CHAPS-extracts § From Cule quinguefosclons (A) and Aedes aegypn (B) lrvae and on thelr capacity 1o interact
with the BinB toxin subunit, through pull down assay. Native CHAPS-getracts were treated with PRGase and incubated with BinB-GST (1) or GSF (2] immaobiliced on beads. Bound
protetins veere sepatated on 10E5D5-PAGE, transferred to nitmeellulose membrane and immunodetected with ananti-Cam1 antibody. Ex 1 native CHAPS-extracts: C: non treated CHAPS -
extracts; T: wreated (HAPS-extracts; BinB-GST and GST proteins immobilized on beads in Coomassie-stained gols are shown in Fig 5C MW, molecular weight maders in kDa.

this work in which native Aam1 did not bind to recombinant BinB
subunit in pull-down assays.

Proteinglycosylationwas investigated since this isone of the most
abundant post-translational modification of eukaryotic proteins and
one which can affect features such as enzyme activity, receptor
recognition and protein stability and structure (Varki, 1993). N-linked
olignsaccharides, in particular N-acetyigalactosamine (GalNac) from
aminopeptidases and alkaline phosphatases that act as receptors
in lepidopteran species, are needed for the binding of some Cry toxins
(Knowles et al., 1991; Denolf et al., 1997 ; Jurat-Fuentes et al,, 2004;
Pardo-Lopez et al., 2006). Cases of insect and nematode resistance
to Cry taxins were found to be related to altered glycosylation of
microvillar proteins involved in binding (Griffitts et al, 2001, 2003,
2005). Here, we have shown that Aam1 is glycosylated, unlike
Cgm1 and despite of the two N-glycosylation signals predicted in
the Culex sequences { Darboux et al, 2001; Rom3o et al, 2006; Opota
et al,, 2008). Carbohydrate removal from Aami did not affect its
binding properties suggesting that differential glycosylation of this
protein is not interfering with potential toxin binding sites. Never-
theless, it is still possible that changes in protein folding originally
induced by the glycosylation event, and which would presumably
interfere with the Bin toxin binding epitope, are maintained after
deglycosylation (Shental-Bechor and Levy, 2008). This would also
explain why deglycosylated Aam1 still did not bind to the BinB. As
described, glycosylation of insect midgut microvillar proteins seems
to have a relevant role to determine susceptibility to Cry toxins,
however, while N-glycosylations of some receptors are crucial for the
binding and consequently to their susceptibility to certain toxins,
there are cases in which toxin binding to receptors do not depend on
those linked sugars (Jurat-Fuentes and Adang, 2004; Perera et al,
2009). Regarding the binding of functional receptors to the Bin
toxin in culidd species, data from this study suggest that N-linked
sugars are not involved in receptor recognition. Although speculative,
it could not be excluded that Aam1 glycosylation could prevent the
access to Bin toxin epitopes in Aam1, Previous studies of pathogen-
esesprocesses have show that glycosylation motifs can hide epitopes,
in recepror molecules which are recognized by pathogen (Varki,
1993: Chabot et al, 2000).

The possibility remains that discrete differences in amino
add sequence between Aam1 and related orthologues, which would
supposedly change the sequence of the not yet identified toxin
binding or conformational epitope, might be the sole reason behind
the lack of binding of Bin toxin to this 2-glucosidase, Nevertheless
differencesin folding, which, as stated above, could be induced by the
glycosylation event or another factor, might still be the major reason
behind the binding differences. The apparent molecular weight of
80-kDa displayed by Cqml under semi-denaturing conditions,

higher than observed when the protein is denatured, assodated with
evidence that denatured Cqmi lacks functionality to bind to BinB,
suggest substantial conformational differences between Cgmil and
Aam1 or differential binding to a yet undescribed protein partner.
Binding of BtR175 cadherin from Bombix mori to CrylAc toxin,
similady to Cqm1, was shown to be disrupted by denaturation, while
the characterization of most receptors by ligand-blot assays is based
on binding to denatured BBMF proteins (Nagamatsu et al, 1998).
Further investizgation of Cgm1 and Aam1 proteins produced in
appropriate expression system needs to be performed to clarify
this aspect. The results presented here confirm that this group of
orthologue proteins constitutes an interesting model to understand
the molecular determinants that allow midgut surface proteins to be
target sites for insecticides, a knowledge which could help develop
approaches to improve those and other molecules in the future,
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