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RESUMO 

 

O principal fator larvicida do Bacillus sphaericus (Bs) para culicídeos é a toxina binária (Bin), 
produzida sob a forma de um cristal, durante a esporulação. Esta toxina, ativada por meio da 
ação de proteases no lúmen intestinal, reconhece e liga-se a receptores específicos no intestino 
de larvas por meio de sua subunidade BinB, etapa crítica no seu modo de ação e essencial 
para a atividade larvicida. Os receptores em Culex pipiens, C. quinquefasciatus e Anopheles 
gambiae, denominados Cpm1, Cqm1, e Agm3, respectivamente, são α-glicosidases de 66 
kDa ligadas à membrana apical do epitélio intestinal por uma âncora de glicosil-
fosfatidilinositol (GPI). Larvas de Aedes aegypti expressam a  α-glicosidase Aam1, ortóloga 
ao receptor Cqm1 que, no entanto, não apresenta capacidade de ligação à toxina Bin. O 
principal objetivo deste trabalho foi caracterizar a base molecular da interação da toxina Bin 
do Bs com α-glicosidases em larvas de culicídeos vetores. Para tal, a sequência protéica de 
Cqm1 foi alinhada a sequências ortólogas e parálogas de Ae. aegypti e An. gambiae, o que 
indicou trechos mais conservados na porção N-terminal e divergentes na porção C-terminal. A 
análise funcional de fragmentos protéicos de 45 kDa da porção N-terminal de proteínas 
ortólogas e parálogas à Cqm1 sugeriu que o epitopo de ligação à toxina Bin está 
potencialmente localizado nesta região e que o estado conformacional nativo das proteínas é 
determinante para sua funcionalidade. Em seguida, foram avaliadas algumas características 
das α-glicosidases Cqm1 e Aam1 de 66 kDa que podem estar envolvidas na sua capacidade de 
ligação à toxina Bin. Os resultados mostraram que as proteínas possuem diferenças estruturais 
e conformacionais que podem ter um papel determinante para a interação com a toxina Bin. A 
análise do padrão de glicosilação das proteínas revelou que a Aam1 posssui glicosilações em 
sua cadeia polipeptídica ao contrário da Cqm1 e que a ligação do receptor Cqm1 à toxina Bin 
não envolve N-glicanos. Na segunda parte do trabalho, foram investigados os motivos da 
subunidade BinB envolvidos na interação com o receptor Cqm1, através do estudo da 
funcionalidade de proteínas BinB mutantes com deleções nas regiões N- e C-terminal ou 
substituições de blocos de aminoácidos por alaninas. Os resultados obtidos indicam que o 
epitopo 147FQF149 da toxina é essencial a ligação ao receptor Cqm1 e que esta interação 
depende ainda do segmento N-terminal da BinB, compreendendo os primeiros 82 
aminoácidos, uma região predita de segmentos não estruturados e de α-hélices.  
 
 
Palavras-chave: Bacillus sphaericus, toxina Bin, receptor, Culex, Aedes. 
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(strain 2362) Bin toxin with α-glucosidases in larvae from culicide vectors. 2010. Tese 
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ABSTRACT 

 

The main insecticidal factor from Bacillus sphaericus (Bs) against culicide larvae, is the 
binary (Bin) toxin, produced as crystalline inclusions during sporulation. This toxin, activated 
through proteolytic processing within the midgut lumen, recognizes and binds to specific 
receptors on larvae midgut epithelium, a critical stage in its mode of action and essential for 
its insecticidal activity. The receptors in Culex pipiens, C. quinquefasciatus and Anopheles 
gambiae, named Cpm1, Cqm1, and Agm3, respectively, are 66-kDa α-glucosidases bound to 
the apical membranes of the midgut epithelium through glycosylphosphatidyl-inositol (GPI) 
anchors. Aam1, a Cqm1 orthologue expressed in the midgut of Aedes aegypti larvae, 
however, does not bind to the Bin toxin. The major goal of this study was to characterize the 
molecular basis of the interaction between Bin toxin and its culicide larvae α-glucosidases. 
First, the Cqm1 protein sequence was aligned to orthologue and paralogue sequences from Ae. 
aegypti and An. gambiae, which revealed more conservation within the N-terminal region 
when compared to their less conserved C-terminal segments. Functional analyses of 45 kDa 
recombinant protein fragments derived from the N-terminus of Cqm1 orthologues and 
paralogues revealed that the Bin binding motif is potentially located in this region and that 
proper protein folding is required for Bin toxin to bind. Next, features involved in the Bin 
toxin binding capacity of the native 66 kDa Cqm1 and Aam1 proteins were evaluated. The 
results showed that these proteins have structural and conformational differences that may 
have a decisive role for the Bin interaction. Deglycosylation analyses showed that native 
Aam1, but not Cqm1, is glycosylated and that N-glycans are not involved in the interaction 
capacity between Bin toxin and its Cqm1 receptor. In a second set of experiments, the motifs 
within the BinB subunit required to bind Cqm1 were investigated through binding studies 
with mutants BinB proteins containing N-terminal or C-terminal deletions or, alternatively, 
after site-directed mutagenesis which replaced blocks of amino acid residues with alanines. 
The results indicate that the epitope 147FQF149 is essential for BinB toxin binding to Cqm1 and 
that this interaction depends also on the presence of BinB’s N-terminal segment, comprising 
its first 82 residues, a region predicted to consist of non-structured elements and α-helices.  
 
 
Key Words: Bacillus sphaericus, Bin toxin, receptor, Culex, Aedes. 
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1 CARACTERIZAÇÃO DO PROBLEMA 

 

 

Espécies dos gêneros Culex, Anopheles e Aedes, são insetos da ordem Diptera, 

pertencentes à família Culicidae, apresentam distribuição cosmopolita, sobretudo nas regiões 

tropicais e subtropicais do mundo, e podem ser vetores de patógenos humanos responsáveis 

por enfermidades de elevada incidência como malária, filariose, febre amarela, encefalite e 

dengue. O controle de vetores é uma estratégia necessária para interromper o ciclo de 

transmissão destas doenças e um dos importantes métodos é a utilização de larvicidas 

produzidos a base de bactérias entomopatógenas do gênero Bacillus, que têm sido adotados 

com sucesso em programas de controle de culicídeos. O Bacillus sphaericus (Bs) e Bacillus 

thuringiensis sorovar. israelensis (Bti) são os mais estudados, estando disponíveis 

comercialmente para utilização em larga escala há cerca de duas décadas em vários países. 

Larvicidas a base do B. sphaericus têm sido empregados no controle de populações de C. 

quinquefasciatus em áreas endêmicas para filariose na Região Metropolitana do Recife. O B. 

sphaericus tem sido adotado por apresentar alta atividade larvicida para culicídeos, espectro 

de ação seletivo sendo inócuo para demais invertebrados e vertebrados, persistência em 

criadouros de Culex que possuem alto teor de matéria orgânica e finalmente pela 

disponibilidade de produtos comerciais. O uso dos inseticidas químicos em programas de 

controle de vetores apresenta desvantagens como seleção de resistência já disseminada em 

populações de insetos, o modo de ação inespecífico e acumulação na biosfera, e estas 

dificuldades têm incentivado a substituição destes produtos por agentes de controle com 

atividade inseticida seletiva. 

O principal fator inseticida do B. sphaericus é a toxina binária (Bin) produzida sob a 

forma de um cristal que possui ação seletiva para larvas de algumas espécies dos gêneros 

Culex, Anopheles e Aedes. A toxina binária larvicida é composta das subunidades BinA e 

BinB que são produzidas em concentração equimolar no cristal e possuem ação em sinergia, 

sendo o componente BinB responsável pela ligação com receptores específicos presentes na 

membrana apical do epitélio intestinal em larvas de culicídeos, e a subunidade BinA 

responsável pela atividade tóxica. O modo de ação do larvicida à base de B. sphaericus 

consiste na ingestão do cristal pelas larvas, solubilização do cristal e liberação da protoxina no 

lúmen intestinal, seguido do processamento proteolítico para a forma de toxina ativa. A ação 

larvicida da toxina Bin é determinada pelo reconhecimento e interação da subunidade BinB 

com receptores no microvilli intestinal das larvas. Larvas de Culex quinquefasciatus, C. 
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pipiens e Anopheles gambiae são suscetíveis à toxina graças à disponibilidade de receptores 

no epitélio intestinal, enquanto que Aedes aegypti, é considerada uma espécie refratária, 

devido à ausência de interação da toxina Bin com receptores. A presença de receptores 

funcionais para a toxina Bin no intestino de larvas é o principal fator que determina o status 

de susceptibilidade de culicídeos ao B. sphaericus. Os receptores da toxina Bin em C. pipiens, 

C. quinquefasciatus e An. gambiae, denominados respectivamente Cpm1, Cqm1, e Agm3, são 

α-glicosidases de 60 kDa ligadas à membrana apical do epitélio intestinal por uma âncora de 

glicosil-fosfatidilinositol (GPI). Larvas de Ae. aegypti expressam grande quantidade da  α-

glicosidase Aam1, que é ortóloga do receptor Cqm1 de C. quinquefasciatus e possui 70% de 

identidade com esta molécula. Diferenças entre proteínas Cqm1 e Aam1 podem afetar a 

capacidade de reconhecimento da toxina Bin e, consequentemente, impedir a sua ligação aos 

receptores, que é uma condição necessária para a ação do B. sphaericus. No âmbito dos 

estudos que objetivam elucidar o modo de ação das proteínas inseticidas das principais 

bactérias entomopatógenas, o mapeamento de motivos de ligação envolvidos na interação 

toxina-receptor é um aspecto fundamental para a compreensão de mecanismos de resistência, 

bem como para desenvolver estratégias visando potencializar a ação das toxinas contra os 

insetos susceptíveis. A maioria dos trabalhos voltados para a base molecular da interação 

toxina-receptor referem-se às toxinas Cry do B. thuringiensis que possuem ação em insetos 

praga, entretanto, há uma lacuna no conhecimento sobre a base molecular da interação da 

toxina Bin aos seus receptores específicos em espécies de culicídeos, apesar da importante 

aplicação destes agentes inseticidas no controle de vetores. 

O principal objetivo deste trabalho foi caracterizar a base molecular da interação da 

toxina Bin do B. sphaericus com receptores intestinais de larvas de culicídeos vetores, a fim 

de produzir conhecimentos para subsidiar o aperfeiçoamento da utilização deste biolarvicida. 

Como um primeiro passo para caracterizar motivos envolvidos na ligação à toxina Bin do B. 

sphaericus na α-glicosidase Cqm1, que atua como receptor em larvas de C. quinquefasciatus, 

foram avaliadas sequências protéicas ortólogas e parálogas em Ae. aegypti e An. gambiae, as 

quais revelaram múltiplos trechos conservados na porção N-terminal da maioria destas α-

glicosidases e alguns trechos mais divergentes na porção C-terminal. Em seguida, foram 

avaliadas especificamente as α-glicosidases Cqm1 de C. quinquefasciatus e Aam1 de Ae. 

aegypti em busca de características que estariam implicadas na sua capacidade de ligação à 

toxina Bin, como um modelo de estudo para a elucidação de aspectos importantes envolvidos 

na interação toxina-receptor. Na segunda parte do trabalho, regiões e epitopos da subunidade 
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BinB da toxina Bin, envolvidos na ligação ao receptor Cqm1, foram investigados através do 

estudo da funcionalidade de proteínas BinB mutantes que possuem diferentes deleções em 

suas sequências ou substituições de blocos de aminoácidos por alaninas. A região na 

subunidade BinB envolvida no reconhecimento dos receptores de culicídeos ainda não é 

conhecida e a caracterização deste epitopo bem como de características relevantes para a sua 

ação representam subsídios importantes para futuras abordagens de manipulação e 

aperfeiçoamento desta molécula inseticida.  

Os objetivos concretizados nesta tese representam um avanço no campo da biologia 

molecular aplicada à entomologia e a contribuição científica nesta área de conhecimento é 

fundamental, pois os estudos do modo de ação da toxina Bin ainda são escassos e há um 

grande potencial de utilização deste agente em programas de controle de culicídeos no Brasil.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Base molecular da interação da toxina Bin do Bacillus sphaericus                                   Romão, T.P. 

 

24 

 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

2.1 Principais doenças transmitidas por mosquitos 

 

 

Enfermidades de elevada incidência como malária, dengue, febre amarela e filariose, 

constituem um grave problema de saúde pública e seus agentes etiológicos são transmitidos 

por algumas espécies de culicídeos pertencentes aos gêneros Anopheles, Aedes e Culex. 

Aproximadamente 75% de todas as espécies de mosquitos ocorrem em regiões tropicais e 

subtropicais (BECKER, 2003) e devido a sua habilidade de adaptação, estas espécies são 

extremamente bem sucedidas. Mais da metade da população mundial vive em áreas de risco 

de infecção devido à presença destes agentes vetoriais (BECKER, 2003). 

A malária, causada pelo protozoário Plasmodium sp. e transmitida pelo Anopheles sp., 

está presente nas regiões tropicais e subtropicais do planeta. Cerca de 50% da população 

mundial vive em áreas com risco de transmissão, resultando em aproximadamente 300 

milhões de pessoas infectadas no mundo e com um número de mortes entre 1 e 1,5 milhões a 

cada ano. O maior foco de transmissão é na África Sub-Sahariana responsável por 90% dos 

casos e a maioria dos óbitos ocorrem em áreas remotas com difícil acesso aos serviços de 

saúde (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2009). A Organização Mundial de Saúde 

(2009) estimou que no ano de 2008, ocorreram entre 190 e 311 milhões de casos clínicos de 

malária, com um milhão de mortos, dentre os quais o maior número de casos foi de crianças 

africanas. Na América do Sul, a transmissão ocorre principalmente na Bacia Amazônica e em 

2008 foram notificados aproximadamente 315.000 casos (BRASIL, 2009b). 

Cerca de 400 espécies de anofelinos ocorrem no mundo, das quais 60 podem ser 

vetores do Plasmodium sp. sob condições naturais e, dentre estas, 30 espécies são 

consideradas de grande importância médica (TUTEJA, 2007). A habilidade deste vetor na 

transmissão do protozoário Plasmodium sp. depende de diferenças genéticas, ecológicas e 

comportamentais (CONSTANTINI et al., 1999). No Brasil, a principal espécie incriminada na 

transmissão do parasita da malária na região Amazônica é o An. darlingi além de outras 

secundárias como o An. albitarsis, An. braziliensis e o An. nuneztovari (CONSOLI, 1994). O 

An. gambiae, principal vetor do P. falciparum na África, é alvo de vários estudos devido a sua 

importância epidemiológica e disponibilidade do genoma em bancos de dados. 
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A dengue, causada por um arbovírus do gênero Flavivirus e transmitida pelo Aedes 

aegypti e Ae. albopictus, é um dos principais problemas de saúde pública no mundo. A 

Organização Mundial da Saúde estima que entre 50 a 100 milhões de pessoas se infectam 

anualmente, em mais de 100 países, de todos os continentes, exceto na Europa. No Brasil, a 

partir de 1995, a dengue passou a ser registrada em todas as regiões do país e atualmente 

circulam os sorotipos 1, 2 e 3 (PASSOS et al., 2004). Em 2002, em decorrência da introdução 

do dengue vírus sorotipo 3, ocorreu um pico epidêmico com 794.219 casos (BRASIL, 2010). 

A Secretaria de Vigilância em Saúde do Brasil (SVS/MS) registrou no período de janeiro a 

julho de 2007, 438.949 casos de dengue clássica, 926 casos de febre hemorrágica da dengue e 

a ocorrência de 98 óbitos (BRASIL, 2010). No ano de 2008 e em 2009, foram registrados 

cerca de 18.000 e 6.000 casos confirmados de dengue no Brasil, respectivamente (BRASIL, 

2010). 

A febre amarela, causada pelo arbovírus do gênero Flavivirus e transmitida pelo Ae. 

aegypti, originalmente chamada de febre hemorrágica viral, foi uma das doenças mais temidas 

antes do desenvolvimento de uma vacina. De dezembro de 2007 a janeiro de 2008, o 

Ministério da Saúde do Brasil (2009a) informa ter recebido 33 notificações de casos suspeitos 

de febre amarela. Destes, doze casos foram oficialmente confirmados e oito evoluíram para 

óbito. No período de um ano, de setembro de 2008 até setembro de 2009, foram notificados 

274 casos humanos suspeitos de febre amarela silvestre (FAS), com 51 casos (18,6%) 

confirmados. Destes, 21 evoluíram para o óbito e a taxa de letalidade foi de 41,2%.  

O Ae. aegypti é o principal vetor do vírus da dengue, além de poder ser vetor do vírus 

da febre amarela em áreas urbanas. Vários fatores tornam esta espécie bem sucedida na 

transmissão do vírus do dengue, dentre elas podemos citar sua elevada endofilia, antropofilia 

e susceptibilidade aos vírus (CONSOLI, 1994). O dengue vírus é o flavivírus mais importante 

causador de doenças em humanos no Brasil e a presença do Ae. aegypti favorece o 

aparecimento de novos surtos da doença e a circulação dos sorotipos virais (FOCACCIA; 

VERONESI, 1996; FUNDAÇÃO NACIONAL DE SAÚDE, 2003). 

Segundo Wynd et al. (2007), “a filariose linfática é a segunda doença parasitária de 

transmissão vetorial mais comum depois da malária e está presente em mais de 80 países 

tropicais e subtropicais”. A filariose Bancroftiana, causada pelo nemátodo Wuchereria 

bancrofti, é endêmica na África, Ásia, Américas do Sul, Central e Ilhas do Pacífico. A 

Organização Mundial de Saúde (2007) estima que há cerca de 120 milhões de pessoas 

infectadas e um bilhão de pessoas residentes em áreas de risco. Ainda de acordo com a OMS, 

a filariose linfática é considerada a segunda causa mais comum de inabilidade em longo 
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prazo, depois da doença mental. No Brasil, há focos da endemia nas Regiões Metropolitanas 

do Recife e de Maceió (BONFIM et al., 2003; BRASIL, 2006). 

O C. quinquefasciatus é o principal transmissor da W. bancrofti no Brasil e a filariose 

Bancroftiana ainda é uma doença endêmica no país, com distribuição urbana e nitidamente 

focal, sendo detectada transmissão ativa na Região Metropolitana do Recife (RMR), 

estimando-se em 30 mil o número de indivíduos infectados (FARID et al., 2001; BRASIL, 

2007). A RMR apresenta uma alta taxa de prevalência de indivíduos infectados sendo 

considerada a maior área endêmica do país (MACIEL et al., 1996). O C. quinquefasciatus 

também tem sido incriminado como vetor de arboviroses, e pode ser encontrado naturalmente 

infectado com vírus causadores de encefalite, como o St. Louis, Oeste do Nilo (nos EUA) e 

Venezuelana (Panamá) (CONSOLI, 1994). No Brasil, ele é considerado o vetor secundário do 

vírus Oropouche em áreas do Estado do Pará e Rondônia, onde a doença já causou epidemias 

rurais (CONSOLI, 1994). 

Muitas espécies de Culex foram identificadas como vetores primários do vírus do 

Oeste do Nilo (VNO) em regiões endêmicas do velho mundo (HAYES et al., 1989) e nos 

Estados Unidos (TURELL; O'GUINN; OLIVER, 2000). As espécies do complexo Culex 

pipiens são consideradas vetores do VNO na América do Norte pelos seguintes fatores: são os 

mosquitos mais comuns em áreas urbanas (FONSECA et al., 2004); os surtos das doenças 

ocorrem durante seu período de maior abundância local (SPIELMAN, 2001); apresentam 

competência vetorial sob condições de laboratório (TURELL et al., 2001); populações 

naturais foram encontradas infectadas com o vírus (BERNARD et al., 2001; KULASEKERA 

et al., 2001). Estudos de competência vetorial demonstraram que o C. tarsalis, C. pipiens e o 

C. quinquefasciatus, são altamente susceptíveis à infecção e podem ser vetores eficientes do 

VNO (GODDARD et al., 2002). Estas espécies também podem transmitir o vírus 

transovarianamente (DOHM; SARDELIS; TURELL, 2002; GODDARD et al., 2003). 

Infecções pelo VNO em humanos foram detectadas em 38 dos 50 estados dos EUA, com 722 

casos confirmados e 33 óbitos (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND 

PREVENTION, 2010). 
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2.2 Biologia e ecologia de culicídeos vetores 

 

As espécies, C. quinquefasciatus, Ae. aegypti e An. gambiae, são insetos da ordem 

Díptera, pertencentes à família Culicidae e possuem importância médica pois podem ser 

vetores de agentes etiológicos de graves doenças, tais como filariose, dengue, febre amarela, 

encefalites e malária. Possuem um ciclo biológico relativamente curto, compreendendo as 

seguintes fases: ovo, quatro estádios larvais, pupa e adulto (Figura 1). Os adultos têm hábito 

noturno ou diurno e endofílico, as fêmeas são hematófagas e necessitam fazer o repasto 

sanguíneo para realizar a postura dos ovos. As fêmeas realizam a hematofagia em uma grande 

variedade de animais, sobretudo o homem, no caso das espécies antropofílicas (CONSOLI, 

1994). Cerca de 48 h após o repasto sanguíneo, as fêmeas depositam os ovos na lâmina 

d’água, os quais vão eclodir dando origem às larvas do 1º estádio (L1), entre 24 e 48 h após a 

oviposição. As larvas L1 sofrem mudas sucessivas e passam por mais três estádios (L2, L3 e 

L4), cada um com duração média de 24 h, até atingir a fase de pupa. É importante ressaltar 

que as larvas são filtradoras e se alimentam ativamente de matéria orgânica disponível no 

ambiente aquático (CONSOLI, 1994). As pupas têm uma forma de vírgula e ficam paradas 

junto à superfície da água, embora apresentem mobilidade nesta fase. Esta etapa do 

desenvolvimento tem duração entre 24 e 48 h e os indivíduos não se alimentam neste período. 

Após a fase de pupa, ocorre a emergência dos adultos dando início à fase alada. Os adultos 

passam por um período de repouso para a esclerotinização da cutícula para, em seguida, 

realizar a cópula e a busca por alimento. A longevidade dos adultos é de um a dois meses, 

período em que a fêmea pode realizar entre 4 e 5 oviposições.  

O mosquito Culex quinquefasciatus Say, 1823 é conhecido popularmente como muriçoca 

ou pernilongo e apresenta distribuição cosmopolita, sobretudo nas regiões tropicais e 

subtropicais do mundo. É um mosquito amplamente encontrado no Brasil, devido às 

características climáticas, além de fatores como o crescimento populacional desordenado e a 

falta de saneamento básico que afetam a maioria das áreas urbanas do país (CONSOLI, 1994). 

Possui ampla diversidade de criadouros, com preferência pelos depósitos artificiais com água 

estagnada e rica em matéria orgânica em decomposição e detritos como os sistemas de esgoto, 

fossas e valetas (CONSOLI, 1994). No entanto, outros criadouros podem ser colonizados, tais 

como bebedouros de animais, poços e caixas d’água (CONSOLI, 1994). É uma espécie 

altamente antropofílica e endofílica e predomina nas áreas urbanas do Brasil, sendo 

encontrada com mais freqüência nos meses quentes e chuvosos. As fêmeas realizam repasto 

sanguíneo no período crepuscular ou noturno e depositam cerca de 150 ovos agrupados sob a 
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forma de jangada. O vetor Ae. aegypti Linnaeus, 1762 é considerado uma espécie cosmopolita 

de ocorrência em regiões tropicais e subtropicais, e foi introduzido no Brasil no final do 

século XV, provavelmente em embarcações com os primeiros navegantes europeus. Esta 

espécie ocorre, sobretudo, em áreas urbanas, geralmente no domicílio ou peridomicílio 

humano. Seus criadouros preferenciais são os recipientes artificiais em locais com pouca 

iluminação, que contenham água pobre em matéria orgânica. A densidade populacional do Ae. 

aegypti é diretamente influenciada pela presença de chuvas e densidades elevadas são 

encontradas nas estações com maiores índices pluviométricos. As fêmeas possuem hábitos 

hematofágicos diurnos, ao contrário do C. quinquefasciatus, porém compartilha com esta 

espécie a predileção pelo ambiente domiciliar, o que facilita o contato com o homem. A 

estratégia de oviposição do Ae. aegypti é diferente daquela adotada pelo C. quinquefasciatus, 

pois em cada postura as fêmeas depositam ovos isolados, distribuídos em diversos criadouros 

(CONSOLI, 1994).  A espécie An. gambiae Giles, 1902 invadiu parte do nordeste brasileiro 

em 1930 e lá esteve até 1940, causando, entre 1938 e 1939, uma das mais graves epidemias de 

malária registradas no país (CONSOLI, 1994). Trata-se de um mosquito africano (África Sub-  

Sahariana), cujas fêmeas são altamente antropofílicas e endofílicas. Suas larvas são 

normalmente encontradas em pequenas coleções de águas limpas no solo, rasas, pobres em 

vegetação e expostas ao sol tais como poças d’água, piscinas e poços. As cacimbas, poços 

rasos feitos pelos nordestinos para a obtenção de água, constituíram importantes focos desse 

mosquito durante sua permanência no Brasil (CONSOLI, 1994). As fêmeas possuem hábitos 

hematofágicos crepusculares ou noturnos e depositam cerca de 50 a 200 ovos (CONSOLI, 

1994). Esta espécie é considerada a mais antropofágica dentro do complexo An. gambiae e a 

mais eficiente e importante espécie vetora da malária no mundo. 
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Figura 1. Ciclo biológico de culicídeos vetores. 
Fonte: Elaborado pelo autor 
 

 

2.3 Controle de culicídeos com bactérias entomopatógenas 

 

 

A utilização indiscriminada dos inseticidas químicos para controle de vetores de 

doenças e sua acumulação na biosfera tornou-se um dos grandes problemas públicos em 

meados de 1960. A conscientização de que muitos inseticidas são tóxicos para os mamíferos, 

além de proporcionarem riscos para outros organismos não-alvo e desequilíbrio ambiental, foi 

desencadeada entre 1960 e 1970. Com o auge do movimento ambiental, os cientistas voltaram 

a sua atenção para o desenvolvimento de bioinseticidas seletivos e de técnicas de manejo 

integrado (MULLA, 1994). 
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As bactérias do gênero Bacillus, possuem ação inseticida para dípteros e têm sido 

consideradas agentes eficazes para o controle de culicídeos, pois possuem grande poder 

inseticida específico, além de apresentarem facilidades para a produção em larga escala, 

armazenamento, transporte e aplicação (LACEY, 2007). As duas espécies mais estudadas e 

utilizadas são o Bacillus thuringiensis sorovar. israelensis (DE BARJAC, 1978) e o B. 

sphaericus (KELLEN et al., 1965) que são bactérias Gram positivas, cosmopolitas e ocorrem 

em solos e em ambientes aquáticos. Durante a esporulação são capazes de produzir inclusões 

cristalinas que possuem protoxinas de natureza protéica com atividade larvicida para algumas 

espécies de dípteros. Os biolarvicidas produzidos a base destas bactérias têm como princípio 

ativo os cristais protéicos, que são aplicados em ambientes aquáticos que servem como 

criadouros das larvas. Após a ingestão dos cristais pelas larvas, as protoxinas são liberadas no 

lúmen intestinal e processadas em toxinas que são responsáveis pela ação letal. A ação das 

toxinas é específica para um grupo limitado de organismos alvo e formulações comerciais à 

base destas bactérias entomopatógenas já estão disponíveis no mercado. 

 

 

2.4 Bacillus sphaericus  

 

 

O B. sphaericus produz cristais protéicos (Figura 2) contendo a protoxina binária (Bin) 

(CHARLES; NIELSON-LEROUX; DELECLUSE, 1996) que possui ação larvicida 

decrescente para diversas espécies dos gêneros Culex, Anopheles e Aedes. As características 

mais importantes desta bactéria são: 1- espectro de ação seletivo; 2- tempo de persistência 

longo em criadouros com água rica em matéria orgânica; 3- facilidades para sua produção em 

larga escala, armazenamento e utilização (MITTAL, 2003). A primeira cepa do B. sphaericus 

com atividade larvicida para mosquitos foi isolada por Kellen et al. (1965) e o potencial 

larvicida do B. sphaericus só foi evidenciado após o isolamento de cepas com alta toxicidade 

tais como a 1593 na Indonésia (SINGER, 1974), 2297 no Sri-lanka (WICKRAMASINGHE; 

WICKRAMASINGHE; MENDIS, 1994) e 2362 na Nigéria (WEISER, 1984). 

O método de classificação do B. sphaericus mais utilizado é o teste de reação de 

aglutinação flagelar, que agrupa as cepas em diferentes sorotipos (DE BARJAC; VÉRON; 

COSMAO DUMANOIR, 1980). Os sorotipos mais estudados e com maior poder larvicida 

são: H5a5b, no qual se agrupam as cepas 1593, 2362, 1691 e C3-41; o H25, onde se encontra 

a cepa 2297; e H6, que engloba a cepa IAB59 (CHARLES; NIELSON-LEROUX; 
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DELECLUSE, 1996). As principais cepas utilizadas para a produção de biolarvicidas são a 

1593, 2362 e C3-41 e os principais culicídeos alvo são espécies do complexo C. pipiens e 

anofelinos (LACEY, 2007; REGIS et al., 2001) que são altamente susceptíveis à toxina Bin, 

que é o principal fator inseticida presente nestas cepas. 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Micrografia eletrônica do Bacillus sphaericus em fase de esporulação. 
Fonte: Adaptado de Kalfon et al. (1984). 
Nota: (C), cristal que contém a toxina binária. (E), esporo. 
 

 

2.5 Proteínas inseticidas produzidas pelo Bacillus sphaericus 

 

 

Existem três grupos de toxinas com atividade larvicida que podem ser produzidas por 

diferentes cepas do B. sphaericus: a toxina binária do cristal (Bin), as toxinas Mtx e as toxinas 

Cry48Aa e Cry49Aa que são também produzidas sob a forma de cristais. 

Três tipos de toxinas Mtx foram identificados: a Mtx1 (100 kDa), Mtx2 (31,8 kDa) e 

Mtx3 (35,8 kDa). Os genes das toxinas Mtx foram clonados de uma linhagem de média 

toxicidade SSII – 1 (LIU et al., 1996; THANABALU et al., 1991; THANABALU; PORTER, 

1995). Estas toxinas são expressas somente na fase vegetativa e uma vez secretadas no meio, 

sofrem degradação proteolítica. Por esta razão, as toxinas Mtx não possuem ação tóxica em 

culturas esporuladas nativas de B. sphaericus (CHARLES; NIELSON-LEROUX; 

DELECLUSE, 1996). Por outro lado, quando expressas em Escherichia coli, as toxinas Mtx1 

e Mtx2 recombinantes possuem alta atividade larvicida para culicídeos (WEI; CAI; YUAN, 

2006; WIRTH et al., 2007). 

O cristal protéico que contém a protoxina Bin está presente em todas as cepas que 

possuem atividade inseticida e é produzido na fase de esporulação. A protoxina binária (Bin) 

é um heterodímero composto por duas proteínas sintetizadas de forma equimolar e de massa 

molecular de 42 e 51 kDa (BERRY et al., 1989; HINDLEY; BERRY, 1988). Estes 

polipeptídeos foram denominados BinA e BinB, respectivamente, e devido a sua ação em 

C E 
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sinergia, a toxina é considerada binária (NICOLAS et al., 1993). Em larvas de C. pipiens foi 

demonstrado que o componente BinB é o responsável pela ligação com receptores específicos 

presentes na membrana apical do epitélio intestinal enquanto o componente BinA é o 

responsável pela atividade tóxica (CHARLES et al., 1997; NICOLAS et al., 1993). Os genes 

que codificam a toxina Bin são altamente conservados entre as diferentes cepas de B. 

sphaericus e nas linhagens 1593, 2362 e 2297 possuem localização cromossomal (AQUINO 

DE MURO; MITCHELL; PRIEST, 1992). Os genes binB e binA parecem estar organizados 

em um operon com uma região intergênica de 174-176 pb, possuem uma sequência de 

nucleotídeos de 1347 pb e de 1113 pb, e codificam as proteínas BinB de 448 aminoácidos e 

BinA de 370 aminoácidos, respectivamente (CHARLES; NIELSEN-LEROUX; 

DELÉCLUSE, 1996). Com base na avaliação das sequências de aminoácidos da toxina Bin 

em cepas do B. sphaericus, quatro tipos de toxinas foram classificadas (PRIEST et al., 1997). 

A toxina Bin1 é codificada pela cepa IAB59 e a Bin2 pelas cepas 2362 e 1593, e ambas são 

altamente tóxicas para larvas de culicídeos susceptíveis com elevada capacidade de ligação ao 

microvilli intestinal das larvas de C. quinquefasciatus (SILVA-FILHA et al., 2004). As 

toxinas Bin3 e Bin4 são produzidas pelas cepas 2297 e LP1-G, respectivamente. A cepa LP1-

G que contém o tipo Bin4 é a única que apresenta baixa toxicidade dentre as cepas produtoras 

de toxina Bin. A sequência da Bin4 possui seis diferenças e uma delas, a troca de uma leucina 

por uma serina na posição 93 na BinA4, é responsável pela diminuição da toxicidade da cepa 

LP1-G, sugerindo que este aminoácido deve ser um elemento chave na formação do 

complexo BinA-BinB responsável pela toxicidade do B. sphaericus (YUAN et al., 2001). A 

toxina Bin é o principal fator tóxico das principais cepas do B. sphaericus utilizadas para a 

produção de biolarvicidas comerciais. 

Recentemente, duas toxinas da família Cry, produzidas sob a forma de cristais, foram 

identificadas na cepa IAB59: a Cry48Aa e Cry49Aa de 135 e 53 kDa (JONES et al., 2007). 

Estas toxinas agem em sinergia e apresentam alta toxicidade específica para C. 

quinquefasciatus quando administradas de forma purificada e em concentrações equimolares, 

sendo consideradas por esta razão como uma nova toxina binária do B. sphaericus. Porém, a 

contribuição da toxina Cry48Aa/Cry49Aa para a toxicidade da cepa IAB59 nativa do B. 

sphaericus não é relevante devido ao baixo nível de acumulação da Cry48Aa o que impede a 

concentração equimolar dos fatores requerida para a sua ação tóxica (JONES et al., 2007). A 

composição desta toxina binária é única, pois a subunidade Cry48Aa é uma típica toxina Cry 

de três domínios que, diferentemente das outras toxinas Cry desta família, necessita da 

presença da proteína Cry49Aa, que possui homologia com as toxinas binárias como a Bin do 
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B. sphaericus e a Cry35A e Cry36A (JONES et al., 2007). A avaliação do espectro larvicida 

da nova toxina Cry48Aa/Cry49Aa mostrou que sua ação é restrita para larvas de Culex, e a 

exemplo da toxina Bin, não possui atividade para Ae. aegypti (JONES et al., 2008). A toxina 

Cry48Aa/Cry49Aa possui ação em larvas de C. quinquefasciatus resistentes à toxina Bin, e 

esta ausência de resistência cruzada demonstra que a Cry48Aa/Cry49Aa age em sítios-alvo 

diferentes daqueles da toxina Bin (DE MELO et al., 2008). O seu modo de ação também 

depende da ingestão e processamento dos cristais no intestino das larvas, que provocam uma 

série de eventos citopatológicos que levam à morte (DE MELO et al., 2009; JONES et al., 

2007). 

 

 

2.6 Modo de ação da toxina binária 

 

 

A toxina Bin2, produzida pelas cepas 2362 e 1593 do B. sphaericus, presentes em 

formulações comerciais, tem sido o alvo da maioria dos estudos sobre o modo de ação da 

toxina Bin em larvas do complexo C. pipiens que possui as espécies mais susceptíveis a este 

agente. Os componentes BinB e BinA que compõem a toxina Bin2 agem, especificamente, 

como fator de ligação ao microvilli intestinal de larvas e fator tóxico, respectivamente 

(NICOLAS et al., 1993). Alguns trabalhos propõem que a região C-terminal da subunidade 

BinA é importante para a atividade tóxica da Bin e que ambas as regiões N- e C-terminal 

desta mesma proteína são requeridas para interação com a subunidade BinB (CLARK; 

BAUMANN, 1990; LIMPANAWAT; PROMDONKOY; BOONSERM, 2009). Em adição, 

também é proposto que a região N-terminal do componente BinB é crucial para a ligação ao 

receptor nas células intestinais de larvas de Culex e a sua porção C-terminal é requerida na 

interação com a subunidade BinA (OEI et al., 1992). Após a ingestão pelas larvas, o cristal é 

solubilizado em pH intestinal alcalino (≅10) e a protoxina liberada no lúmen é clivada por 

serina-proteases para atingir a forma de toxina ativa (BROADWELL; BAUMANN, 1987). 

Após a clivagem, os polipeptídeos de 42 e 51 kDa originam fragmentos de 39 e 43 kDa, 

respectivamente (BAUMANN et al., 1985). Esta toxina ativa interage de forma regionalizada 

no intestino, sobretudo no epitélio das regiões do ceco gástrico e estômago posterior da larva 

(DAVIDSON, 1988). As principais etapas do modo de ação da toxina Bin estão descritas na 

Figura 3. Neste modelo de estudo sabe-se que a toxina Bin, na sua forma ativa, liga-se a 

receptores específicos presentes no microvilli intestinal das larvas através da subunidade BinB 
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e os efeitos citopatológicos são observados após 30 minutos da ingestão de doses letais da 

toxina. Os principais efeitos avaliados nas células do intestino médio de larvas são: vacúolos 

citoplasmáticos, destruição das microvilosidades intestinais e danos nas mitocôndrias 

(CHARLES, 1987; DAVIDSON, 1981; DE MELO et al., 2008; SINGH; GILL, 1988).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Modo de ação da toxina Bin do Bacillus sphaericus em larvas de Culex sp. 
Fonte: Adaptado de Kalfon et al. (1984) e de De Melo et al. (2008). 
Nota: Depois da ingestão pela larva, o cristal é solubilizado, a protoxina Bin é liberada no lúmen intestinal e 
processada até a forma de toxina ativa. A toxina ativa interage com receptores específicos presentes na 
membrana apical do epitélio intestinal e desencadeia os efeitos citopatológicos que levam a morte da larva. 
 

 

Estudos mostraram que o componente BinA da toxina Bin, tem a capacidade de 

formar poros em sistema de membrana artificial de vesículas lipídicas (SCHWARTZ et al., 

2001). A imunolocalização da toxina Bin no interior das células epiteliais de larvas de Culex 

tratadas com uma dose letal, evidenciou uma possível internalização da toxina (SILVA-

FILHA; PEIXOTO, 2003). A presença de receptores específicos no microvilli intestinal de 

larvas tem um papel essencial no modo de ação da toxina Bin. O perfil de susceptibilidade 

decrescente para larvas de C. quinquefasciatus e An. gambiae está diretamente relacionado 

com a alta e moderada capacidade de ligação da toxina Bin aos receptores intestinais, 

respectivamente (SILVA-FILHA; NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1997). No caso do Ae. 

aegypti, espécie considerada naturalmente refratária a ação do B. sphaericus, a concentração 
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letal do biolarvicida é 100 vezes superior a empregada para Culex sp e o nível de ligação 

específica da toxina Bin ao microvilli intestinal de larvas é extremamente baixo (NIELSEN-

LEROUX; CHARLES, 1992). 

 

 

2.7 Receptores da toxina Bin do B. sphaericus 

 

 

 A toxina Bin do B. sphaericus liga-se especificamente a uma simples classe de 

proteínas de membrana, caracterizadas como α-glicosidases, que além de desempenhar uma 

função enzimática, também atuam como receptores da toxina Bin na superfície das células 

intestinais de larvas de culicídeos susceptíveis (CHARLES et al., 1997; NIELSEN-LEROUX; 

CHARLES, 1992; SILVA-FILHA; NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1997).  

As α-glicosidases possuem um importante papel na digestão dos insetos, além de 

terem um sítio funcional para o reconhecimento e ligação da toxina Bin. O metabolismo 

energético da maioria dos mosquitos depende da ingestão de glicose, sacarose, maltose e 

frutose. As α-glicosidades (EC 3.2.1.20) são exoenzimas hidrolizadoras de ligações 

glicosídicas terminais (glicosil hidrolases), liberam α-glicose da porção não-redutora da 

cadeia de um substrato, atuando na clivagem de oligossacarídeos que são parte importante da 

nutrição de mosquitos (KRASIKOV; KARELOV; FIRSOV, 2001). Na classificação moderna 

das glicosil hidrolases, estas enzimas estão distribuídas em 81 famílias nas quais duas famílias 

são constituídas pelas α-glicosidases, caracterizadas por homologia de sequências de 

aminoácidos conservadas nos sítios ativos destas enzimas (HENRISSAT; DAVIES, 1997). As 

α-glicosidases no intestino de insetos podem ser solúveis ou ligadas à membrana (SILVA; 

TERRA, 1995) e sua atividade relativa e distribuição é de 75% no lúmen do intestino médio 

posterior e 25% no intestino anterior (BILLINGSLEY; HECKER, 1991).  

Estes receptores nas larvas de C. pipiens, C. quinquefasciatus e An. gambiae são α-

glicosidases (EC 3.2.1.20) de 66 kDa ligadas à membrana celular por uma âncora do tipo 

glicosil-fosfatidilinositol (GPI) (DARBOUX et al., 2001; OPOTA et al., 2008; ROMÃO et 

al., 2006; SILVA-FILHA; NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1999) (Figura 4). As sequências 

gênicas dos receptores em C. pipiens, C. quinquefasciatus e An. gambiae possuem 1743, 1743 

e 1767 pares de bases (pb), respectivamente que codificam proteínas de cerca de 580 

aminoácidos denominados Cpm1 (Culex pipiens maltase 1), Cqm1 (Culex quinquefasciatus 
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maltase 1) e Agm3 (Anopheles gambiae maltase 3), as quais possuem domínios estruturais e 

enzimáticos característicos das maltases. O alinhamento das sequências de aminoácidos destas 

proteínas mostrou uma alta similaridade, e o receptor Cqm1 compartilha uma similaridade de 

98% ao nível de aminoácidos em relação ao Cpm1 e de 78% e 83% com as maltases ortólogas 

de An. gambiae (Agm3) e de Ae. aegypti (Aam1), respectivamente (DARBOUX et al., 2001; 

OPOTA et al., 2008, ROMÃO et al., 2006). As α-glicosidases presentes em larvas de C. 

quinquefasciatus, através de ensaios enzimáticos em gel, parecem ser produzidas como 

proteínas de membrana no epitélio intestinal (ROMÃO et al., 2006). Em An. aquasalis, três 

isoformas de α-glicosidases foram caracterizadas no intestino de fêmeas adultas, sendo a 

αGli1 e αGli2 na forma secretada e ligada à membrana, enquanto a αGli3 foi identificada 

exclusivamente ancorada à membrana e o padrão de expressão mostrou variação durante as 

fases de vida dos insetos (SOUZA-NETO et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Representação esquemática do receptor Cqm1 da toxina Bin em Culex quinquefasciatus. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: BinB e BinA: subunidades da toxina Bin. Cqm1: Culex quinquefascitus maltase 1; GPI: Glicosil-
fosfatidilinositol. 
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2.8 Resistência ao Bacillus sphaericus 

 

 

 Devido à alta eficácia do B. sphaericus sob condições de campo, produtos comerciais 

à base deste biolarvicida estão disponíveis e têm sido utilizados como agente de controle de 

mosquitos em áreas urbanas (BARBAZAN et al., 1997; HOUGARD et al., 1993; KUMAR; 

SHARMA; MALIK, 1996; LACEY, 2007; REGIS et al., 1995; SILVA-FILHA et al., 2001; 

THIÉRY, HAMON, 1998; YADAV; SHARMA; UPADHYAY, 1997). Programas piloto de 

controle de populações de culicídeos vetores, em zonas endêmicas para filariose bancroftiana 

na Região Metropolitana de Recife, comprovaram a eficácia do B. sphaericus para o controle 

populacional de larvas de C. quinquefasciatus (REGIS et al., 1995; 2000; SILVA-FILHA et 

al., 2001). Entretanto, a utilização de biolarvicidas a base de B. sphaericus em larga escala, 

também demonstrou que populações de Culex, submetidas à forte pressão de seleção, podem 

apresentar resistência a este agente. Casos de resistência foram detectados em campo na 

França (CHEVILLON et al., 2001; NIELSEN-LEROUX et al., 2002; SINÈGRE et al., 1994), 

na Índia (RAO et al., 1995), na Tailândia (MULLA et al., 2003), na Tunísia (NIELSEN-

LEROUX et al., 2002), no Brasil (SILVA-FILHA et al., 1995) e na China (YUAN; ZHANG; 

LIU, 2000). 

Georghiou et al. (1992) obtiveram a primeira colônia (GEO) de C. pipiens selecionada 

para a resistência ao B. sphaericus sob condições de laboratório. Esta colônia apresentou uma 

razão de resistência (RR) de 100.000 vezes para o B. sphaericus, em relação à colônia 

susceptível (WIRTH et al., 2000). Posteriormente, colônias de C. quinquefasciatus 

selecionadas em laboratório no Brasil e na China com as cepas 2362 e C3-41, 

respectivamente, também apresentaram um elevado nível de resistência (RR>100.000) (PEI 

et al., 2002). 

Os principais mecanismos de resistência a inseticidas têm sido classificados em duas 

grandes categorias: a alteração do sítio alvo dos inseticidas e a detoxificação enzimática de 

moléculas inseticidas (RANSON; HEMINGWAY, 2005). No caso da investigação da 

resistência de colônias de Culex sp. ao B. sphaericus, a maioria dos mecanismos registrados 

até o presente são relativas à alteração do receptor da toxina Bin, destacando a importância 

desta molécula para a ação do B. sphaericus (Tabela 1). A resistência na colônia GEO, 

primeira colônia investigada, foi causada pela falha na etapa de ligação da toxina Bin com o 

receptor de membrana (NIELSEN-LEROUX et al., 1995). Este mesmo mecanismo foi 

observado na colônia CqRL1/2362 do Brasil e em uma população de campo resistente (BP) 
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do sudeste da França (CHEVILLON et al., 2001; NIELSEN-LEROUX et al., 2002; 

OLIVEIRA et al., 2004). Já nas populações de campo SPHAE da França e TUNIS da Tunísia, 

o mecanismo de resistência não está relacionado com a falha na ligação entre a toxina, pois 

larvas destas colônias possuem receptores funcionais no microvilli intestinal (NIELSEN-

LEROUX et al., 2002). Na colônia SPHAE a detoxificação por enzimas esterases foi 

investigada, porém este mecanismo não estava envolvido na resistência (NIELSEN-LEROUX 

et al., 1997). É importante ressaltar que o mecanismo de falha no processamento proteolítico 

das protoxinas Cry do B. thuringiensis, observado para alguns insetos alvo, não foi até o 

presente momento reportado para a toxina Bin do B. sphaericus. 
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Tabela 1. Colônias de Culex sp. selecionadas sob condições de laboratório (Lab) ou populações de campo expostas ao tratamento com o Bacillus sphaericus que 
apresentaram alterações na susceptibilidade a este agente. 
 

Colônia ou 

população 

País Origem Razão de 

resistência3 

Ligação toxina-

receptor 

Alelo r5 Forma de 

herança4 

Referência 

GEO1 EUA Lab >100.000 Não cpm1GEO R/A NIELSEN-LEROUX et al. (1995) 

CqRL1/23621 Brasil Lab >100.000 Não cqm1REC R/A OLIVEIRA et al. (2004);  

ROMÃO et al. (2006) 

CqRL2/IAB591 Brasil Lab ≈40.000 Não cqm1REC  R/A AMORIM et al. (2007) 

RLCq1/C3-411 China Lab >100.000 Não ND R/A OLIVEIRA et al. (2004) 

Kochi1 Índia Campo ≈150 ND ND ND RAO et al. (1995) 

Coque1 Brasil Campo ≈10 Sim ND ND SILVA-FILHA et al. (1995) 

SPHAE2 França Campo >20.000 Sim ND R/S NIELSEN-LEROUX et al. (1997) 

RFCq11 China Campo >20.000 ND ND ND YUAN; ZHANG; LIU (2000) 

TUNIS2 Tunísia Campo ≈750 Sim ND R/S NIELSEN-LEROUX et al. (2002) 

BP2 França Campo >5.000 Não cpm1BP 

cpm1BP-del 

R/S NIELSEN-LEROUX et al. (2002) 

Wat Pikul1 Tailândia Campo >125.000 ND ND ND MULLA et al. (2003) 

Fonte: Adaptado de Chalegre (2008). 
Nota: 
1C. quinquefasciatus  
2C. pipiens  
3Razão entre a concentração letal do Bacillus sphaericus para 50% (LC50) das larvas em 48h da colônia avaliada e a LC50 observada para uma colônia susceptível 
usada como referência no estudo. 
4R/A: Recessiva autossômica; R/S: Recessiva ligada ao sexo 
5Alelo de resistência 
ND: não determinado 
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2.9 Base molecular da resistência à toxina Bin 

 

 

A resistência de duas colônias de laboratório e uma população de campo teve sua base 

molecular elucidada. A análise da sequência do gene do receptor na colônia GEO de C. 

pipiens, revelou que este alelo (cpm1GEO) apresentou uma mutação pontual, a troca de uma 

timina por uma adenina na posição 1706, que promove a substituição de uma leucina-569 por 

um códon de terminação da tradução prematuro. Este códon gera a expressão de uma proteína 

truncada sem a sequência de aminoácidos hidrofóbicos na porção C-terminal que sinaliza a 

ancoragem via GPI. Esta mutação causa a resistência das larvas uma vez que a proteína é 

expressa na forma secretada no lúmen intestinal, impossibilitanto a interação da toxina Bin 

com as células do epitélio (DARBOUX et al., 2002).  

A análise do mecanismo molecular da resistência da colônia de C. quinquefasciatus 

CqRL1/2362 mostrou que as larvas não possuem o receptor funcional no microvilli intestinal 

(OLIVEIRA et al., 2004). Nesta colônia foi detectado o alelo de resistência cqm1REC que 

apresenta uma deleção de 19 nucleotídeos (1257-1275), geradora de uma mudança na fase de 

leitura de 28 aminoácidos e de um códon de término da tradução prematuro. Esta mutação 

levaria a formação de um mRNA anormal codificador de uma proteína truncada em cerca de 

452 aminoácidos desprovida do segmento C-terminal e da âncora GPI, a exemplo do que 

ocorre na colônia GEO (ROMÃO et al., 2006) (Figura 5). A proteína truncada de 452 

aminoácidos que seria codificada pelo alelo cqm1REC não foi detectada em preparações de 

microvilli intestinal de larvas resistentes, a partir de ensaios de imunodetecção, indicando que 

esta proteína possivelmente não é expressa nas larvas da colônia CqRL1/2362. Neste estudo, 

foi produzida em E. coli, a proteína recombinante de 45 kDa da região N-terminal do receptor 

Cqm1, ao invés de 66 kDa, que mostrou capacidade de ligação com a toxina Bin sugerindo 

que o epitopo de ligação estaria localizado nesta região (ROMÃO et al., 2006).  

No caso da população de C. pipiens de campo BP da França, foi caracterizada a 

ocorrência de dois alelos de resistência denominados cpm1BP e cpm1BP-del. O alelo cpm1BP 

possui uma mutação “non-sense” (Q396Stop) que leva à formação de um códon de 

terminação prematuro, e ocasiona a síntese de uma proteína truncada com 395 aminoácidos, 

desprovida de âncora GPI, a exemplo do que ocorre nas colônias GEO e CqRL1/2362. No 

alelo cpm1BP–del, foi identificada a inserção de um elemento transponível no segundo éxon, 

que levou a uma alteração no processamento do mRNA e a uma deleção interna de 198 pb. 

Este alelo codifica uma proteína dotada de âncora GPI, pois não ocorre mudança na fase de 
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leitura do gene, porém a proteína apresenta 514 aminoácidos, havendo uma perda de 66 

aminoácidos devido à deleção, que resulta na sua incapacidade de se ligar à toxina Bin 

(DARBOUX et al., 2007). Até o momento, a forma de herança da resistência avaliada a partir 

da progênie resultante de cruzamento entre indivíduos susceptíveis e resistentes, mostra que 

estes alelos são recessivos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Análise de α-glicosidases presentes em larvas de Culex quinquefasciatus sensíveis (S) e resistentes (R) 
ao Bacillus sphaericus. 
Fonte: Adaptado de Romão et al. (2006). 
Nota: (A) Ensaios in gel de α-glicosidases foram realizados com amostras de extrato total de larvas de S e R. (B) 
Imunodetecção das amostras mostradas em A com anticorpo anti α-glicosidase Cqm1. Setas indicam o receptor 
Cqm1. Peso molecular em kDa à direita. 
 

 

2.10 Bacillus thuringiensis 

 

 

O B. thuringiensis (Bt), assim como o B. sphaericus, também produz proteínas 

inseticidas na forma de um cristal e há mais de 70 sorovariedades com ação larvicida, 

sobretudo para lepidópteros, coleópteros e dípteros (CRICKMORE, N., 2010). Os cristais do 

B. thuringiensis podem conter uma ou mais toxinas denominadas Cry e algumas 

sorovariedades, com ação seletiva para dípteros, podem apresentar também uma toxina 

citolítica (Cyt). As toxinas Cry são alvo de vários estudos sobre os mecanismos que envolvem 

a interação toxina-receptor, devido à ampla utilização de biolarvicidas a base de B. 

thuringiensis e de plantas transgênicas que expressam essas toxinas (BRAVO; GILL; 

SOBERÓN, 2007). A ação das toxinas Cry também depende da interação com receptores 

específicos nas células do epitélio intestinal das larvas de insetos e, após a ligação aos 

receptores, ocorre a inserção da toxina na membrana, o que leva à formação de poros nas 

células apicais (BRAVO; GILL; SOBERÓN, 2007). A maioria das toxinas Cry é 

A B 

S S R R 
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caracterizada por uma estrutura protéica de três domínios (DE MAAGD et al., 2003) (Figura 

6). O domínio I é uma região formada por sete α-hélices correspondentes à região N-terminal, 

o domínio II e III são formados por folhas β e alças expostas (BOONSERM; ELLAR; LI, 

2003). Nestas proteínas, o domínio I está relacionado à inserção e formação de poros na 

membrana (BOONSERM et al., 2005, 2006; GALITSKY et al., 2001; GROCHULSKI et al., 

1995; LI; CARROLL; ELLAR, 1991; MORSE; YAMAMOTO; STROUD, 2001). O domínio 

II, através de alças expostas (α, β), é responsável pelo reconhecimento do receptor e, 

portanto, pela especificidade da toxina para o inseto-alvo. O domínio III parece estar 

envolvido com o reconhecimento do receptor e relacionado à estabilidade da toxina 

(RAJAMOHAN; LEE; DEAN, 1998). Aproximadamente 120 sequências de toxinas do Bt 

dentre as 150 identificadas carregam uma estrutura comum composta por três domínios 

(CRICKMORE, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Representação esquemática da estrutura protéica da toxina Cry4Ba. 
Fonte: Adaptado de Boonserm et al. (2005). 
Nota: A toxina Cry4Ba é composta de três domínios (A) e detalhe dos domínios I formado por 7 α-hélices (B), II 
formado por 3 folhas-β e uma α-hélice (C) e III formado por 2 folhas-β e uma α-hélice (D). 
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O modelo de ação das toxinas Cry1A proposto atualmente possui várias etapas (Figura 

7A). 1- As protoxinas Cry, de cerca de 130 kDa, são ingeridas pelas larvas, solubilizadas no 

lúmen intestinal e clivadas por proteases na forma de toxina monomérica ativa de 60 kDa. 2- 

A toxina ativa se liga a receptores presentes na superfície celular intestinal de larvas. Em 

algumas larvas de lepidópteros, uma proteína caderina funciona como receptor primário e 

possui alta afinidade de ligação com a toxina (GÒMEZ et al., 2002). 3- A ligação da toxina 

monomérica à caderina induz mudanças conformacionais que promovem a clivagem 

proteolítica da α-hélice 1 na região N-terminal. 4- A clivagem por sua vez induz a formação 

de uma forma oligomérica da toxina que tem maior afinidade de ligação aos receptores 

secundários que são proteínas ligadas à membrana celular intestinal através de âncoras GPI. 

5- Ocorre a inserção da toxina na membrana e formação do poro (BRAVO et al., 2004; 

JIMÉNEZ-JUÁREZ et al., 2007; SCHNEPF et al., 1998). No modelo de ação alternativo 

proposto para as toxinas Cry que possuem toxicidade para dípteros, uma outra toxina, a Cyt, 

atua como receptor primário que induz as mudanças conformacionais nas toxinas Cry 

aumentando sua afinidade de ligação aos receptores secundários e formação do oligômero 

(Figura 7B) (PÉREZ et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Modelo do modo de ação das toxinas Cry e Cyt. 
Fonte: Bravo, Gill, Soberón (2007). 
Nota: Interação sequencial das toxinas Cry com diferentes receptores em larvas de lepidópteros (A). 1: 
solubilização e ativação da toxina; 2: ligação da toxina monomérica no primeiro receptor, caderina ou 
glicoconjugado (CADR ou GCR), respectivamente, que induz mudanças conformacionais e clivagem da α-hélice 
1; 3: formação do oligômero; 4: ligação do oligômero ao segundo receptor, aminopeptidase ou fosfatase alcalina 
com GPI (GPI-APN ou GPI-ALP), respectivamente; 5: inserção da toxina oligomérica na membrana celular e 
formação de poro. Papel da toxina Cyt na intoxicação de larvas de dípteros (B). 1: toxinas Cry e Cyt são 
solubilizadas e ativadas; 2: a toxina Cyt se insere na membrana e a Cry toxina se liga a um receptor de 
membrana ou a própria Cyt; 3: a oligomerização da toxina Cry é induzida; 4: o oligômero se insere na membrana 
resultando na formação do poro. 
 

A 

B 
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2.11 Receptores de toxinas Cry do Bacillus thuringiensis 

 

 

Estudos do modo de ação das toxinas Cry do B. thuringiensis em lepidópteros e 

dípteros são pioneiros e diversos receptores para as toxinas já foram caracterizados (BRAVO; 

GILL; SOBERÓN, 2007). De forma similar à resistência de culicídeos à toxina Bin do B. 

sphaericus, estudos demonstraram que a diminuição ou ausência de receptores no microvilli 

intestinal de lepidópteros está relacionada ao desenvolvimento de resistência ao B. 

thuringiensis, demonstrando a importância da interação toxina Cry-receptor (JURAT-

FUENTES et al., 2004). Os receptores da toxina Cry presentes no epitélio intestinal de larvas 

dos insetos alvo pertencem a cinco categorias de moléculas (Figura 8): caderinas (CADR), 

aminopeptidases (APN) com âncora GPI, fosfatases alcalinas (ALP) com âncora GPI, 

glicoconjugados (GCR) (KNIGHT; CRICKMORE; ELLAR, 1994; JURAT-FUENTES et al., 

2004; VADLAMUDI et al., 1995; VALAITIS et al., 2001) e uma α-amilase com âncora GPI 

(FERNANDEZ-LUNA et al., 2010). As caderinas representam uma ampla família de 

glicoproteínas transmembranares envolvidas nos processos de adesão e sinalização celular e 

possuem um domínio citoplasmático e um ectodomínio extracelular composto de sequências 

repetitivas de caderinas (CR) expostas na superfície celular (Figura 8B). Em lepidópteros 

como Manduca sexta e Bombyx mori, caderinas são os receptores da toxina Cry1A (GÓMEZ 

et al., 2007). Em Ae. aegypti  e em An. gambiae, algumas caderinas também servem como 

receptores das toxinas Cry11Aa e Cry4Ba do Bti, respectivamente (CHEN et al., 2009; HUA 

et al., 2008). As aminopeptidases estão principalmente localizadas no epitélio intestinal de 

insetos e exercem funções essenciais na digestão de proteínas. Algumas aminopeptidases 

foram caracterizadas como receptores das toxinas Cry1Aa, Cry1Ac e Cry1Ab nos 

lepidópteros B. mori, Helicoverpa armigera, Heliothis virescens e M. sexta, respectivamente 

(HUA et al., 1998; INGLE et al., 2001; KNIGHT; CRICKMORE; ELLAR, 1994; LUO; 

TABASHNIK; ADANG, 1997; SANGADALA et al., 1994). Em espécies de anofelinos, duas 

outras aminopeptidases também foram identificadas como receptores das toxinas Cry do Bti 

(HUA et al., 1998; LEHNINGER; NELSON; COX, 1993; REED; CHANDLER; 

SANDEMAN, 1999; ZHANG et al., 2008; WANG; ZHANG; ZHANG, 2005) (Tabela 3). O 

receptor da toxina Cry11Aa do Bti em Ae. aegypti foi caracterizado como uma fosfatase 

alcalina de 65 kDa (FERNANDEZ et al., 2006). Esta molécula se localiza predominantemente 

em células intestinais, nas regiões do ceco gástrico e intestino posterior das larvas, e está 

ligada à membrana por uma âncora GPI (FERNANDEZ et al., 2006) (Tabela 4). As toxinas 
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Cry1Aa e Cry1Ab se ligam a glicoconjugados em Lymantria dispar (VALAITIS et al., 2001). 

Estudos recentes revelaram que uma α-amilase serve como receptor das toxinas Cry11Aa e 

Cry4Ba em An. albimanus (FERNANDEZ-LUNA et al., 2010). Os principais receptores de 

toxinas Cry do B. thuringiensis em larvas de lepidópteros e dípteros estão descritos nas 

Tabelas 2 e 3, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 - Representação esquemática dos receptores da toxina Cry1A.  
Fonte: Adaptado de Bravo; Gill; Soberon (2007). 
Nota: (A) CADR-caderina; APN-aminopeptidase-N; ALP-fosfatase alcalina; GCR-glicoconjugados. (B) 
Estrutura da caderina BT-R1, contendo ectodomínio extracelular (S), regiões de repetição da caderina (CR 1-11), 
região proximal à membrana (MPR), domínio transmembranar (TM), domínio citoplasmático (C). 
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Tabela 2. Receptores de toxinas inseticidas Cry do Bacillus thuringiensis presentes no epitélio intestinal de 
larvas de lepidópteros. 
 

Fonte: Adaptado de Ferreira, 2009. 
Nota: 1CADR - Caderina; 2APN - Aminopeptidase; 3ALP - Fosfatase alcalina; 4ND - Não determinado. 
 

 

Tabela 3. Receptores de toxinas inseticidas Cry do Bacillus thuringiensis presentes no epitélio intestinal de 
larvas de culicídeos. 
 

Fonte: Adaptado de Ferreira, 2009. 
Nota:1ALP - Fosfatase alcalina; 2α-Gli - α-Glicosidase; 3APN – Aminopeptidase, 4CADR - Caderina 
 

 

 

 

 

Espécie Toxina Receptores Peso (kDa) Referência 

Bombix mori Cry1Aa CADR1 (Bt-R175) 

APN2 

175 

110 

NAGAMATSU et al. (1999) 

HUA et al. (1998) 

Helicoverpa armigera Cry1Ac APN 120 INGLE et al. (2001) 

Heliothis virescens Cry1Ac APN 

ALP3 

CADR 

170 

68 

210 

LUO; TABASHNIK; ADANG (1997) 

JURAT-FUENTES et al. (2004) 

JURAT-FUENTES; ADANG (2006) 

Lymantria dispar Cry1Aa 

Cry1Ab 

Cry1Ac 

Glicoconjugado 

APN 

270 VALAITIS et al. (2001) 

JENKINS et al. (2000) 

Manduca sexta Cry1Ac 

Cry1Ab 

APN 

CADR (Bt-R1) 

120 

210 

KNIGHT; CRICKMORE; ELLAR (1994) 

VADLAMUDI et al. (1995) 

Pectinophora 
gossypiella 

Cry1Ac CADR (BtR) ND4 FABRICK; TABASHNIK (2007) 

Espécie Toxina Receptores Peso (kDa) Referência 

Aedes aegypti Cry11Aa 
Cry11Aa 

ALP1 
CADR4 

65 
250 

FERNANDEZ et al. (2006) 
CHEN et al. (2009) 

Anopheles albimanus Cry11Aa 
Cry4Ba 

α-amilase 70 FERNADEZ-LUNA et al. (2010) 

Anopheles gambiae Cry11Ba 
Cry4Ba 

APN3 
CADR (AgCad1) 

106 
200 

ZHANG et al. (2008) 
HUA et al. (2008) 

Anopheles 
quadrimaculatus 

Cry11Ba APN 100 ABDULLAH; VALAITIS; DEAN (2006) 
 



Base molecular da interação da toxina Bin do Bacillus sphaericus                                   Romão, T.P. 
 

 

47 

2.12 Motivos de ligação envolvidos na interação toxinas Cry e seus receptores  

 

 

Além da caracterização de receptores vários avanços têm sido alcançados em relação 

ao mapeamento de domínios de ligação envolvidos na interação das toxinas Cry do B. 

thuringiensis a seus receptores específicos em larvas de lepidópteros e dípteros (Tabela 4). A 

interação da toxina Cry1Ab com seus receptores em M. sexta, a caderina BT-R1 e uma 

aminopeptidase, ocorre através da interação de diferentes alças do domínio II com diferentes 

regiões repetitivas da caderina BT-R1 CR7, 11 e 12 (GÓMEZ et al., 2001, 2002; GÓMEZ et 

al., 2003; GRIKO et al., 2007; HUA; JURAT-FUENTES; ADANG, 2004; JENKINS et al., 

2000). A toxina Cry1Ac, nos lepidópteros H. virescens e Pectinophora gossypiella, liga-se ao 

seu receptor, uma caderina BtR, através do domínio II em múltiplos sítios na região 

extracelular como CR8, CR9, CR10, CR11, CR12 e na região proximal de membrana (MPR). 

A toxina Cry1Ac liga-se a APN de M. sexta e L. dispar especificamente no motivo N-

acetilgalactosamina (GalNAc) através dos domínios II e III, ao contrário da Cry1Aa e Cry1Ab 

que não apresentam capacidade de ligação ao GalNAc (MASSON et al., 1995). Alguns casos 

de resistência nestes lepidópteros estão relacionados a alterações na glicosilação das proteínas 

intestinais envolvidas na ligação (GRIFFITTS et al., 2001, 2005). Atsumi et al. (2005) 

evidenciaram a interação do domínio III (folhas β16 e β22) da toxina Cry1Aa com uma 

aminopeptidase (APN) em B. mori. As regiões de alça α-8, folha β-4 e alça 3 do domínio II 

na Cry11Aa estão envolvidas no reconhecimento da fosfatase alcalina (ALP) que serve como 

receptor no microvilli intestinal de Ae. aegypti (FERNÁNDEZ et al., 2005, 2006). Em relação 

às proteínas Cry do Bt Cry4A e Cry4B com ação em larvas de mosquitos sabe-se que as 

regiões de alça do domínio II, estão implicadas com a especificidade e interação da toxina ao 

seu receptor no microvilli intestinal de larvas alvo (ABDULLAH et al., 2003). A 

caracterização dos domínios de ligação envolvidos na interação toxina-receptor tem trazido 

uma grande contribuição para o desenvolvimento de estratégias que visam o aperfeiçoamento 

das toxinas e de sua aplicação no controle de insetos (PARDO-LÓPEZ et al., 2009). 
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Tabela 4 – Motivos de ligação envolvidos na interação das toxinas Cry do Bacillus thuringiensis e seus receptores específicos em espécies de lepidópteros e dípteros. Os 
receptores pertencem às famílias das caderinas (CADR), aminopeptidases N (APN) e fosfatases alcalinas (ALP). 
 

Toxina 

Cry 

Domínios de ligação na toxina Espécie-alvo Receptor Motivos de ligação no 

receptor 

Referência 

Cry1Ab II, alça 2 (β6-β7) Manduca sexta CADR (BT-R1) CR7a (865-875) GÓMEZ et al. (2001), (2002) 

Cry1Ab II, alça α8 (α8a e α8b) e alça 2 Manduca sexta CADR (BT-R1) CR11 (1331-1342) GÓMEZ et al. (2003) 

Cry1Ab II Manduca sexta CADR (BT-R1) CR12 (1363-1464) HUA; JURAT-FUENTES; ADANG (2004) 

Cry1Ab ND Manduca sexta CADR (BT-R1) CR12 GRIKO et al. (2007) 

Cry1Ac II, alça 3 (β10-β11) Heliothis virescens CADR CR12 (1423-1431) XIE et al. (2005) 

Cry1Ac ND Pectinophora gossypiella CADR (BtR) CR8, 9, 10, 11 e MPR FABRICK; TABASHNIK (2007) 

Cry1Aa III (β16-β22) Bombix mori APN Resíduos 135-198 ATSUMI et al. (2005)  

NAKANISHI et al. (2002) 

Cry1Ab II, alças 2 e 3 Manduca sexta APN ND JENKINS et al. (2000) 

Cry1Ac III Manduca sexta APN Motivo GalNAcb MASSON et al. (1995) 

Cry1Ac III e II Lymantria dispar APN Motivo GalNAc JENKINS et al. (2000) 

Cry11Ba ND Anopheles quadrimaculatus APN ND ABDULLAH; VALAITIS; DEAN (2006) 

Cry11Aa II, alça α8 e III, β18 e β19 Aedes aegypti ALP R59-G102 e N257-I296 FERNÁNDEZ et al. (2006), (2009) 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: 
a CR – Domínio repetitivo da porção extracelular da caderina; MPR – Região proximal à membrana; 
b GalNAc - Motivo N-acetilgalactosamina da aminopeptidase N; ND: não determinado. 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

 

As bactérias entomopatógenas podem ser utilizadas como agentes de controle efetivos 

e viáveis operacionalmente, com ação seletiva e portanto seguros para espécies não-alvo. O B. 

sphaericus, devido à alta toxicidade contra larvas do C. quinquefasciatus e sua boa 

persistência em água poluída, tem sido considerado um bom agente de controle para esses 

mosquitos em áreas urbanas e testes em campo já comprovaram a sua efetividade em vários 

países. O controle populacional de vetores, previsto nos planos de erradicação das principais 

enfermidades do nosso país como a filariose, dengue e malária, é considerado essencial para 

interrupção do ciclo de transmissão destas doenças. A revelação de aspectos moleculares 

ainda desconhecidos da interação toxina Bin do Bacillus sphaericus ao seu receptor em C. 

quinquefasciatus, Ae. aegypti e An. gambiae é essencial para a compreensão do seu modo de 

ação nestas espécies e criação de novas estratégias que visem o aperfeiçoamento do seu 

espectro biolarvicida e aplicação adequada. O Bacillus sphaericus já tem uma importância 

fundamental no âmbito de controle do Culex na cidade do Recife e seu uso pode ser ampliado 

para o controle de outras espécies de vetores em todo Brasil. 
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4 PERGUNTA CONDUTORA 

 
 

Qual a base molecular da interação da toxina Bin do Bacillus sphaericus com 

receptores intestinais em larvas de culicídeos vetores de doenças? 
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5 HIPÓTESE 

 

 

A interação da toxina Bin do Bacillus sphaericus com o receptor Cqm1 em larvas de 

Culex quinquefasciatus ocorre através de domínios e epitopos de ligação de alta afinidade 

conservados tanto na subunidade BinB da toxina como no receptor Cqm1. 
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6 OBJETIVOS 

 

 

6.1 Objetivo geral 

 

 

Caracterizar a base molecular da interação da toxina Bin do Bacillus sphaericus com 

receptores intestinais de larvas de culicídeos vetores, a fim de produzir conhecimentos para 

subsidiar o aperfeiçoamento da utilização deste biolarvicida. 

 

 

6.2 Objetivos específicos 

 

 

a) Avaliar a conservação do motivo de ligação da toxina Bin na proteína Cqm1 em proteínas 

ortólogas e parálogas de Aedes aegypti e Anopheles gambiae; 

 

b) Avaliar os fatores que influenciam a ligação específica do receptor Cqm1 de Culex 

quinquefasciatus à toxina Bin, em relação à proteína Aam1 de Ae. aegypti; 

 

c) Identificar na subunidade BinB da toxina, motivos envolvidos na ligação ao receptor Cqm1 

de C. quinquefasciatus. 
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7 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

7.1 Procedimentos experimentais 

 

 

Na primeira etapa deste estudo foram avaliadas características das α-glicosidases 

Cqm1 e Aam1, que podem estar implicadas na sua capacidade de ligação a toxina Bin. As 

sequências gênicas que codificam fragmentos recombinantes de 45 kDa de proteínas ortólogas 

e parálogas à Cqm1 (Cqm1-Rec45, Aam1-Rec45, Aam2-Rec45, Aam3-Rec45, Agm3-Rec45, 

Agm4-Rec45, Agm5-Rec45) e as sequências de cDNA que codificam as proteínas 

recombinantes Cqm1 e Aam1 foram clonadas para a sua produção em sistemas de expressão 

procarioto e eucarioto. As proteínas foram avaliadas quanto a sua capacidade de ligação à 

toxina Bin através de ensaios de afinidade. Em seguida, as proteínas Cqm1 e Aam1 nativas, 

obtidas a partir de preparações de microvilli intestinais de larvas, foram analisadas em relação 

ao padrão de glicosilação e capacidade de ligação através de ensaios de pull-down (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Representação esquemática da avaliação da capacidade de ligação de α-glicosidases de culicídeos à 
proteína BinB da toxina Bin do Bacilus sphaericus.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: Os fragmentos de 45 kDa das proteínas ortólogas ou parálogas de Culex quinquefasciatus (Cqm1-Rec45), 
Aedes aegypti (Aam1, Aam2 e Aam3-Rec45) e Anopheles gambiae (Agm3, Agm4 e Agm5-Rec45) e proteínas 
Cqm1 e Aam1 sob as formas recombinantes (reticulócito de coelho, Sf9) e nativas foram submetidas a ensaios 
de funcionalidade. 
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Na segunda etapa, foram investigadas regiões ou epitopos da proteína BinB 

envolvidos na ligação ao receptor Cqm1. O gene que codifica a proteína BinB foi clonado e a 

construção plasmidial foi submetida a reações de mutagêneses sítio-dirigidas para gerar novas 

construções que codificam proteínas BinB mutantes truncadas, com diferentes trechos 

deletados na porção N-terminal e C-terminal, além de proteínas mutantes contendo a 

substituição de trincas selecionadas de aminoácidos por alaninas. A avaliação da capacidade 

de interação das proteínas BinB mutantes com extratos protéicos de larvas de C. 

quinquefasciatus contendo o receptor específico Cqm1, foi realizada através de ensaios de 

pull-down (Figura 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Representação esquemática dos ensaios para determinação do motivo de ligação na proteína BinB da 
toxina Bin do Bacillus sphaericus ao receptor Cqm1 de Culex quinquefasciatus. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: A proteína BinB recombinante (BinB) e as proteínas mutantes derivadas (BinBMuts) foram submetidas a 
ensaios de ligação ou ensaios de competição para avaliar sua capacidade de interação com o receptor nativo 
Cqm1 em preparações de microvilli intestinal de larvas (extrato-CHAPS, BBMF). 
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7.2 Colônias de insetos 

 

 

Foram utilizadas larvas das colônias de C. quinquefasciatus e Ae. aegypti mantidas no 

insetário do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães (CPqAM), a 26 ± 1° C, umidade relativa 

entre 65-85% e fotoperíodo 12:12 h (dia/noite). Os adultos foram alimentados em solução de 

sacarose a 10%, e as fêmeas fizeram repasto sanguíneo em Gallus sp. As larvas foram 

mantidas em cubas com água declorada e alimentadas com ração para gatos. Os adultos de 

An. gambiae utilizados nesta tese, foram cedidos pelo Centro de Produção e Infecção de 

Anofelinos (CEPIA) do Instituto Pasteur (Paris). Larvas ou adultos foram utilizados em 

procedimentos de extração de DNA e RNA e larvas de 4° estágio foram utilizadas para obter 

preparações de frações de microvilli intestinal. 

 

 

7.3 Preparações de frações ricas em microvilli  intestinal 

 

 

As frações ricas em microvilli intestinal (BBMF) foram obtidas a partir de larvas do 4º 

estágio, armazenadas a –80 ºC, segundo Silva-Filha, Nielsen-LeRoux e Charles (1997). A 

dosagem de proteínas foi mensurada segundo o método de Bradford, utilizando uma curva 

padrão de albumina sérica bovina (BSA) (BRADFORD, 1976). A qualidade das amostras de 

BBMF foi avaliada através da determinação do enriquecimento da enzima α-glicosidase (EC 

3.2.1.20), comparando 10 µg de proteínas da amostra inicial do extrato de larvas, com uma 

amostra de microvilosidades obtida ao final da preparação. Para tal, as amostras foram 

incubadas em um volume final de 1 ml do tampão citrato de sódio-fosfato 100 mM, pH 6.5, 

contendo 2 mM do substrato p-nitrofenil-α-D-glicopiranosídeo (Sigma) a 37 ºC, durante 30 

minutos. A atividade α-glicosidase foi avaliada através da variação da absorbância das 

amostras a 405 nm. As amostras de BBMF foram armazenadas a -70 °C até a utilização. 
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7.4 Frações de proteínas de BBMF solubilizadas 

 

 

Frações de microvilli intestinal das larvas, solubilizadas com detergente CHAPS 

(extrato-CHAPS) foram obtidas segundo Silva-Filha, Nielsen-LeRoux e Charles (1999). As 

amostras de BBMF foram centrifugadas a 100.000 g, a 4 ºC, por 14 minutos e o sedimento foi 

incubado com o tampão TBSEA (Tris 19 mM, NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, pH 7.5) com 

CHAPS a 1%, sob agitação lenta, por 1 h a 4 ºC. Após a solubilização, as preparações foram 

centrifugadas a 100.000 g, 4 ºC, durante 14 min. O sobrenadante contendo as proteínas 

solubilizadas (extrato-CHAPS) foi avaliado através da dosagem de proteínas e da atividade α-

glicosidase, antes e após a solubilização, conforme descrito no item 7.3. As amostras de 

extrato-CHAPS foram armazenadas a -70 °C até a utilização 

 

 

7.5 Ensaio de atividade de αααα-glicosidases em gel 

 

 

No ensaio de atividade enzimática em gel, previamente descrito em Romão et al. 

(2006), foram utilizadas amostras de extrato total e/ou BBMF solubilizadas em tampão de 

Laemmli 2X (LAEMMLI, 1970), sem o agente redutor 2-mercaptoetanol e sem aquecimento. 

As amostras protéicas (15 µg) foram submetidas à SDS-PAGE 8% a 4 ºC e, após a migração 

eletroforética, o gel foi equilibrado três vezes em uma solução aquosa de Triton X-100 a 2.5% 

por 10 minutos, à TA. Em seguida, o gel foi incubado em tampão citrato de sódio-fostato a 

100 mM pH 6.5 contendo 2 mM do substrato 4-metilumbeliferil α-D-glicosídeo (SIGMA), 

por 20 minutos a uma temperatura de 37 ºC, sob agitação leve. A visualização do perfil de 

bandas catalíticas das α-glicosidases foi feita em transiluminador de luz ultravioleta (UV).  

 

 

7.6 Ensaios de imunodetecção 

 

 

As amostras de proteínas, nativas ou recombinantes, a serem analisadas foram 

submetidas à separação eletroforética por SDS-PAGE a 10 ou 8% e as proteínas do gel foram 
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transferidas para uma membrana de nitrocelulose ECL (GE Healthcare), para posterior 

imunodetecção. Neste procedimento a membrana foi bloqueada com leite desnatado a 5% em 

tampão TBS-T (Tris-HCl 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0.2 %, pH 7,4) por 1 h à 

temperatura ambiente (TA) e, em seguida, foi incubada com o anticorpo policlonal primário 

anti-Cqm1 obtido por Romão et al. (2006), (1:100/produzido em coelhos) por 16 h a 4 ºC, ou 

com o anti X-pressTM (Invitrogen) (1:5.000/produzido em camundongo) por 1 h a TA. Em 

seguida foi feita uma incubação com um anticorpo secundário anti IgG de coelho para o 

primário anti-Cqm1 (1:10.000) (Amersham) ou anti IgG de camundongo para o primário anti 

X-press (1: 10.000) (Invitrogen) conjugados à peroxidase. Entre as incubações foram 

realizadas lavagens da membrana com o tampão TBS-T e a imunodetecção foi realizada pelo 

sistema de quimioluminescência ECL (GE Healthcare) ou ImmobilonTM Western 

(Millipore). O anticorpo anti-Cqm1 reconhece de forma específica o receptor Cqm1 e suas 

proteínas ortólogas (ROMÃO et al., 2006). O anticorpo policlonal anti-Cqm1 foi produzido 

no Laboratório de Entomologia do CPqAM e submetido ao procedimento de imunoadsorção 

(MINSHAL; STANDARD, 2004), com a finalidade de melhorar a sua especificidade. O 

anticorpo anti X-pressTM (Invitrogen) reconhece uma sequência de aminoácidos 

(DLYDDDDKD) inserida na porção N-terminal de todas as proteínas clonadas em vetores de 

expressão pRSET - Novagem®, no caso as proteínas de 45 kDa produzidas em Escherichia 

coli neste estudo. 

 

 

7.7 Deglicosilação das proteínas Cqm1 e Aam1 nativas 

 

 

As proteínas Cqm1 e Aam1 nativas foram tratadas com enzimas com atividade de 

endoglicosidase a fim de avaliar o efeito das glicosilações sobre a estrutura protéica e a 

capacidade de ligação com a toxina Bin. Os extratos-CHAPS obtidos de C. quinquefasciatus e 

de Ae. aegypti foram tratados com a enzima N-glicosidase F (PNGase F- New England 

Biolabs) que possui a capacidade de hidrolizar vários N-glicanos de glicoproteínas e com a 

enzima Endo H que é mais específica e cliva estruturas complexas de manose. O 

procedimento foi realizado segundo as recomendações do fabricante, cerca de 10-20 µg de 

proteínas de extratos-CHAPS e 2U de PNGase F ou Endo H foram incubados a 37 °C por 1 

hora, em duplicata. Extratos protéicos incubados sem a enzima sob as mesmas condições 

citadas foram utilizados como controle. As amostras tratadas e não tratadas foram avaliadas 
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através de SDS-PAGE seguida de imunodetecção com o anticorpo anti-Cqm1. A capacidade 

de ligação das proteínas tratadas com a toxina BinB foi avaliada através de ensaios de pull-

down como descrito no item 7.11.2. 

 

 

7.8 Amplificação de genes homólogos ao Cqm1 

 

 

As sequências gênicas correspondentes às proteínas ortólogas de Ae. aegypti (Aam1-

XP_001660909.1) e An. gambiae (Agm3-ABW98683.1) e parálogas (Aam2-

XP_001656785.1, Aam3-XP_001649784.1, Agm4-XP_320159.3 e Agm5-XP_320155.3), 

disponíveis no GeneBank (www.ncbi.nlm.nih.gov), foram utilizadas para o desenho de 

oligonucleotídeos específicos que flanqueiam a região gênica que codifica a porção N-

terminal localizada entre os aminoácidos Q32 ao L320, com massa molecular esperada de ≅ 

45 kDa (Tabela 5). Esta região foi caracterizada no receptor Cqm1 de C. quinquefasciatus por 

possivelmente conter o motivo de ligação à toxina Bin (ROMÃO et al., 2006). Nas reações de 

PCR foram utilizadas amostras de DNA total extraídas de larvas de 4° estádio das respectivas 

espécies, segundo Ayres et al., (2002), e as reações de PCR para amplificação dos fragmentos 

gênicos selecionados foram realizadas segundo Romão et al. (2006). Cada amostra foi 

amplificada em um termociclador BIOMETRA® programado para uma etapa de 

desnaturação a 94 ºC por 3 min, seguido de 35 ciclos a 94 ºC por 50 seg, 55 ºC por 50 seg e 

72 ºC por 120 seg, e uma etapa final de 72 ºC por 10 min. Os produtos amplificados foram 

analisados por eletroforese em gel de agarose 1% em tampão TBE 0,05X (Tris 8.9 mM; ácido 

bórico 8.9 mM; EDTA 2 mM), corado com brometo de etídeo e visualizado em um 

transiluminador de luz ultravioleta. Os fragmentos gênicos amplificados foram purificados 

com o kit “GFX DNA and Gel Band Purification®” (GE Healthcare), antes da etapa de 

clonagem. 

 

 

 

 

 



Base molecular da interação da toxina Bin do Bacillus sphaericus                                   Romão, T.P. 
 

 

59 

Tabela 5. Sequências ortólogas e parálogas à proteína Cqm1 (ABC59609.1) de Culex quinquefasciatus, de 
Aedes aegypti (Aam1, 2 e 3) e de Anopheles gambiae (Agm3, 4 e 5). a Identidade de aminoácidos das sequências 
protéicas em relação a sequência Cqm1. 
 

Nome Identidadea Código de acesso no GeneBank Categoria 

Aam1 74% XP_001660909.1 ORTÓLOGA 

Aam2 43% XP_001656785.1 PARÁLOGA 

Aam3 <40% XP_001649784.1 PARÁLOGA 

Agm3 67% ABW98683.1 ORTÓLOGA 

Agm4 <40% XP_320159.3 PARÁLOGA 

Agm5 <40% XP_320155.3 PARÁLOGA 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

 

7.9 Clonagem e expressão de proteínas recombinantes 

 

 

As clonagens necessárias para gerar as principais construções plasmidiais utilizadas na 

produção de proteínas recombinantes em diferentes sistemas de expressão, estão descritas 

nesta seção. As preparações de DNA plasmidial foram submetidas à reação de 

sequenciamento automático no ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosytems), 

realizada no Núcleo de Plataformas Tecnológicas (NPT) do CPqAM, com o intuito de avaliar 

a identidade e integridade das sequências a serem clonadas. 

 

 

7.9.1 Produção de proteínas ortólogas e parálogas à Cqm1 em Escherichia coli 

 

 

Foram desenhados oligonucleotídeos com sítios de restrição específicos (Pst I e Hind 

III) que permitiram a amplificação e clonagem de fragmentos do gene do receptor Cqm1 e das 

demais proteínas ortólogas e parálogas selecionadas neste estudo (Tabela 6). Os fragmentos 

gênicos correspondentes a porção N-terminal das proteínas ortólogas e parálogas da Cqm1 

foram purificados como descrito no item 7.8 e clonados em vetores plasmidiais de expressão 

pRSETc- Novagem® (Figura 11). Os plasmídeos pRSETc contendo os respectivos genes 

foram utilizados para a transformação de células competentes de E. coli cepa BL21 star, a fim 

de obter a expressão das proteínas recombinantes. Após a transformação, as células foram 

mantidas em meio de cultura Luria-Bertani (LB) suplementado com ampicilina (100 µg/ml). 
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Uma colônia da placa foi selecionada para a sua propagação em meio LB líquido e a 

expressão das proteínas foi induzida pela adição de isopropiltiogalactosídeo (IPTG), segundo 

Romão et al. (2006). Alíquotas da cultura, antes e após a indução com o IPTG, foram 

coletadas, centrifugadas a 5.000 g por 10 min a 4° C, e as amostras foram submetidas à 

eletroforese em SDS-PAGE a 10% para avaliar a expressão das proteínas. Para a obtenção das 

proteínas recombinantes sob a forma solúvel e posterior utilização em ensaios de ligação, o 

sedimento das culturas contendo as células foi ressuspenso em tampão PBS (NaH2PO4 2.1 

mM, Na2HPO4 14 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4), e as células foram lisadas em um sonicador 

(Ultrasonic Homogenizer – Cole Parmer®), através de 6 pulsos de 30 s, um intervalo de 1 

minuto entre os pulsos e com uma amplitude de 50. Após a lise, a amostra foi acrescida de 

Triton X-100 a 1% e centrifugada a 5.000 g por 10 min a 4° C. O sobrenadante obtido foi 

utilizado na purificação protéica por cromatografia de afinidade, utilizando a resina de 

agarose Ni-NTA (Qiagen) como suporte sólido. As proteínas recombinantes ligadas à resina 

foram eluídas conforme ROMÃO et al. (2006) e as amostras de cada eluato foram submetidas 

à SDS-PAGE a 10%, para avaliar a qualidade das proteínas purificadas. 

 

Tabela 6. Oligonucleotídeos desenhados a partir das sequências gênicas, ortólogas e parálogas ao receptor Cqm1 
de Culex quinquefasciatus, de Aedes aegypti e Anopheles gambiae. *Letras em negrito indicam sítios de 
restrição na sequência dos oligonucleotídeos para as enzimas Pst I (CTGCAG) e Hind III (AAGCTT) 
 

Gene alvo Oligonucleotídeo Sequência 

aam1 Aam1 1F 5’-CAACTGCAGCAACATGCGACCTTCTATCAG-3’ 

aam1 Aam1 1R 5’-GAAAAGCTT TAGCTGGAAGTTGAACGGCAT-3’ 

aam2 Aedes3434_ Aam2 1F 5’-CAACTGCAGGAAAAGGCGGGATTCTATCAA-3’ 

aam2 Aedes3434_Aam2 1R 5’-GAAAAGCTT CTTCAAATCATTGATCATCCC-3’ 

aam3 Aedes667_Aam3 1F 5’-CAACTGCAGCAGCACGCCAACTTCTATCAG-3’ 

aam3 Aedes667_Aam3 1R 5’-GCGGAATTC GTTACTCAGAACTTCAAAG-3’ 

agm3 Agm3 1F 5’-GCACTGCAGCAGCATGCCACGTTCTATCAG-3’ 

agm3 Agm3 1R 5’-GAAAAGCTT CAGCTGAAAGTTGAACGGCATG -3’ 

agm4 Ang 8953_Agm4 1F 5’-CAACTGCAGTCAGCTGTATTCTATCAAATC-3’ 

agm4 Ang 8953_Agm4 1R 5’-GAAAAGCTT GAAATGAAAATTGAACGGAAT-3’ 

agm5 Ang 00181_Agm5 1F 5’-GCACTGCAGCAGCATGCCAACTTTTATCAG-3’ 

agm5 Ang 00181_Agm5 1R 5’-GAAAAGCTT AAGGACCTCGAAGTTGAACGG-3’ 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 11. Principais procedimentos de clonagem dos fragmentos gênicos correspondentes a porção N-terminal 
de 45 kDa das proteínas ortólogas e parálogas à Cqm1 no plasmídeo de expressão pRSETc.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: PF: Oligonucleotídeo forward. PR: Oligonucleotídeo reverso. Poli-His: sequência de poli histidinas. 
 
 

7.9.2 Produção das proteínas Cqm1 e Aam1 em lisado de reticulócito de coelho 

 

 

Foram desenhados oligonucleotídeos para amplificação e clonagem dos cDNAs cqm1 

e aam1 que codificam as proteínas Cqm1 e Aam1 em vetores plasmidiais de expressão 

(Tabela 7). Duas construções plasmidiais, obtidas em ROMÃO et al. (2006) através da técnica 

de GeneRacer, foram utilizadas para montagem dos fragmentos 5’ e 3’ da proteína Cqm1 

no 4-TOPO vetor (Figura 12). A localização dos sítios de restrição Pst I e Sac I no vetor que 

continha o fragmento que codifica para porção N-terminal de Cqm1 possibilitou sua 

subclonagem em outra construção que continha a região C-terminal. A nova construção 

plasmidial que continha o cDNA cqm1 completo foi submetida a reações de PCR com 

oligonucleotídeos específicos que permitiram a amplificação e clonagem do fragmento inteiro 

no vetor pRSETc. As sequências dos oligonucleotídeos utilizados para o sequenciamento 

interno dos cDNAs cqm1 e aam1 estão descritas na Tabela 8. O cDNA do gene aam1 foi 

obtido a partir de RT-PCRs de RNA total de um pool de larvas de Ae. aegypti, segundo 

Romão et al. (2006). As reações de PCR levaram à amplificação de um fragmento que 

inicialmente foi clonado no vetor pGEM®T-easy. As construções plasmidiais cqm1/pRSETc e 

aam1/pGEM®T-easy foram utilizadas na transformação de células de E. coli cepa DH10B 
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eletrocompetentes a fim de obter maxi-preparações de DNA plasmidial pelo método de lise 

alcalina, descrito em Ausbel et al. (1992). Os DNAs plasmidiais foram digeridos a 37 ºC com 

as endonucleases de restrição Pst I e Hind III para aam1 e Pst 1 e Nco I para cqm1 e os 

fragmentos liberados foram purificados e subclonados no vetor plasmidial pGEM3zf+® 

(Promega), para a expressão das proteínas em ensaios de transcrição e tradução in vitro neste 

sistema. 

 

Tabela 7. Oligonucleotídeos desenhados a partir das sequências dos genes cqm1 e aam1 de Culex 
quinquefasciatus e de Aedes aegypti, respectivamente. *Letras em negrito indicam sítios de restrição na 
sequência dos oligonucleotídeos para Pst I (CTGCAG), Nco I (CCATGG) e Hind III (AAGCTT). 
 

Gene alvo Oligonucleotídeo Sequência 

cqm1 Cpq1F New 5’-CGACTGCAGTCTCCGAGCAAGATGCGA-3’ 

cqm1 Cpq2R New 5’-GCACCATGGATTACGCCTGTATCAGCC-3’ 

aam1 Aam1F 5’-GCACTGCAGAGTTCGGCTGACGAGATG-3’ 

aam1 Aam1R 5’-GAAAAGCTT CTACACTAAGAAATACTT-3’ 

cqm1 KosakMutCqm1 1F 5'-CGACCTGCAGTCTCCGGCCACCATGCGACCGCTGGGAG-3' 

cqm1 KosakMutCqm1 1R 5'-CTCCCAGCGGTCGCATGGTGGCCGGAGACTGCAGGTCG-3' 

cqm1 HindIIIMutCqm1 1F 5’-CACTTCCAGCATCTGACCAAACTCCGACGGCACCG 3’ 

cqm1 HindIIIMutCqm1 1R 5’-CGGTGCCGTCGGAGTTTGGTCAGATGCTGGAAGTG-3’ 

aam1 KosakMutAam1 1F 5’-CTGCAGAGTTCGGCTGCCGCCATGCGGCTGTGTAGTG-3’ 

aam1 KosakMutAam1 1R 5’-CACTACACAGCCGCATGGCGGCAGCCGAACTCTGCAG-3’ 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Principais procedimentos de construção do cDNA do gene cqm1 e clonagem no vetor de expressão 
pRSETc.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: Poli-His: sequência de poli histidinas. 
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Tabela 8. Oligonucleotídeos desenhados a partir das sequências gênicas do receptor da toxina Bin em Culex 
quinquefasciatus (Cqm1) e de sua ortóloga (Aam1) em Aedes aegypti, utilizados na reação de sequenciamento 
das construções plasmidiais. 
 

Gene alvo Primer Sequência 

cqm1 Primer 6 F 5’-CGCCAGGGAGCTCACATGCCGTT-3’ 

cqm1 Seqprimer2F 5’-ATGCAGAAGAATCCACAAAG-3’ 

cqm1 Seqprimer1F 5’-AGGGGGTGGTCCGCCGAATAAT-3’ 

cqm1 Cpq1R 5’-GGAAGTGGTGGAAGGTAC-3’ 

cqm1 Primer 3 R 5’-CAGCTGGAAGTTGAACGGCAT-3’ 

cqm1 Seqprimer1R 5’-ACTCCCCTCTCGCTGTATTA-3’ 

aam1 Seq_aam1_1F 5’-CATGAAGGCCGCCAGGAGTT-3’ 

aam1 Seq_aam1_1R 5’-ACACCGCTGGATTACGATAGTTC-3’ 

aam1 Seq_aam1_2F 5’-AACCGGGTGGAGCAAATGATGA-3’ 

aam1 Seq_aam1_2R 5’-GATTTCCTCGCCATAGTAAGTT-3’ 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

A reação de transcrição in vitro para a produção dos mRNAs das proteínas Cqm1 e 

Aam1, foi realizada a partir dos respectivos cDNAs contidos no vetor pGEM3Zf+ 

linearizados com a enzima de restrição Hind III. Aproximadamente 3 µg de cada DNA 

plasmidial linearizado foi transcrito in vitro com 5 µl do tampão de transcrição (Tris-HCl 200 

mM/MgCl2 30 mM/espermidina 10 mM/NaCl 50 mM), 2 µl de T7 RNA polimerase 5 U/µl 

(Amersham Biosciences), 0,5 µl de cada rNTP (UTP, ATP, GTP e CTP) a 100 mM, 0,5 µl de 

DTT 1 M, 1,5 µl do inibidor de RNAse, 10 mM do nucleotídeo 7-metilguanosina (CAP) para 

conferir maior estabilidade ao mRNA na célula, e água para completar o volume final de 50 

µl. A reação foi incubada a 37° C por 90 minutos e, após a incubação, foram adicionados 50 

µl de tampão TE (Tris 10 mM/EDTA 1 mM) para interromper a reação. A partir do volume 

final da reação de transcrição (100 µl), 1 µl dos transcritos foi analisado por eletroforese em 

gel de agarose 1%, corado com brometo de etídio, e visualizado em transiluminador de luz 

UV. 

Os mRNAs obtidos foram extraídos com fenolclorofórmio e recuperados com 30 µl de 

tampão TE. Uma alíquota de 1 µl dos RNAs purificados (≅1 µg/µl) foi utilizada no 

procedimento de tradução in vitro em sistema de lisado de reticulócitos de coelho (Rabbit 

Reticulocyte Lysate®, Promega) (2,5 µl), suplementado com metionina marcada com 35S (2,5 

µCi/reação). A reação foi realizada em um termociclador BIOMETRA® a uma temperatura de 

30 °C, durante 90 minutos. Após a tradução, uma alíquota de 5 µl de cada amostra foi 

submetida a eletroforese SDS-PAGE a 10%, o gel foi corado com azul de Comassie e 
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submetido à secagem a 65 °C durante 1 h. Para a visualização das proteínas, um filme 

autoradiográfico Hiperfilm (Amershan) foi exposto ao gel durante 12 h à TA para a 

detecção das proteínas marcadas com 35S (Cqm1-35S e Aam1-35S). As proteínas Cqm1-35S e 

Aam1-35S foram submetidas a ensaios de pull-down, para avaliar a sua capacidade de 

interação com a toxina Bin. 

Neste procedimento, o melhoramento da expressão das proteínas radioativas se deu 

através da mutagênese sítio-dirigida QuikChange (Stratagene) da sequência KOSAK de 

cada cDNA em seu plasmídeo. O sítio de restrição interno para a enzima Hind III na 

sequência gênica de cqm1 também foi removido com intuito de facilitar posteriores 

subclonagens e as sequências dos oligonucleotídeos utilizados na reação de mutagênese estão 

descritas na Tabela 7.  

 

 

7.9.3 Produção das proteínas Cqm1 e Aam1 em células Sf9 

 

 

A produção das proteínas recombinantes no sistema de expressão heterólogo de 

linhagem de células de tecido ovariano pupal do lepidóptero Spodoptera frugiperda (Sf9) foi 

realizada através do Kit InsectSelectTMGlow System (Invitrogen), segundo as recomendações 

do fabricante. O vetor de expressão utilizado, o pIZT/V5-His, contém as seguintes 

características: um promotor de células eucarióticas para expressão constitutiva do gene de 

interesse; gene de resistência a zeocinaTM fusionado ao gene GFP (green fluorescent protein) 

para seleção e detecção de linhagens de células estáveis; um peptídeo C-terminal fusionado à 

proteína recombinante contendo o epitopo V5; cauda de histidinas para detecção e purificação 

da proteína recombinante. Foram desenhados oligonucleotídeos com sítios de restrição 

específicos (Kpn I e Xba I) que possibilitaram a amplificação e clonagem dos cDNAs de 

cqm1 e aam1, com sequências Kosak mutagenizadas, previamente clonados no pGEM3Zf+, 

no vetor pIZT/V5-His® (Invitrogen) (Tabelas 9 e 10). Os cDNAs foram amplificados e 

purificados como descrito no item 7.8 e clonados no vetor plasmidial pGEM®T-easy para a 

posterior subclonagem no plasmideo pIZT/V5-His®. A digestão das construções plasmidiais 

contendo os cDNAs cqm1 e aam1 clonados no pGEM®T-easy com as enzimas de restrição 

específicas Kpn I e Xba I possibilitou a liberação de fragmentos digeridos que foram 

subclonados no vetor pIZT/V5-His. Os cDNAs cqm1-S e aam1-S codificam as proteínas sob a 
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forma solúvel (S) pois não possuem em sua sequência gênica o trecho que codifica os 19 

últimos aminoácidos correspondentes a porção hidrofóbica C-terminal responsável pela 

ancoragem da proteína na membrana. Em compensação, nestas proteínas é acrescida uma 

sequência de aminoácidos do epitopo V5 que confere sua imunodetecção alternativa com o 

anticorpo anti-V5® (Invitrogen) e cauda de histidinas. Já os cDNAs cqm1-M e aam1-M 

codificam as proteínas na forma ligada à membrana que possuem a porção hidrofóbica 

responsável pela sinalização da âncora GPI. As mini-preparações e maxi-preparações 

plasmidiais pIZT/V5-His contendo os insertos cqm1-S e M e aam1-S e M foram purificadas 

através do QIAGEN® Plasmid Purification Maxi Kit e utilizadas em ensaios de transfecção 

mediado por lipídeos em células Sf9, usando o reagente celfectina® (Invitrogen), segundo as 

instruções do Kit InsectSelectTMGlow System (Invitrogen). As linhagens celulares 

transfectadas foram selecionadas em meio de cultura suplementado com o antibiótico 

zeocina®. 

Para a análise da expressão das proteínas recombinantes Cqm1-Sf9-S e Aam1-Sf9-S, o 

meio de cultura das linhagens transfectadas foi coletado, as proteínas precipitadas pelo ácido 

tricloroacético (TCA), e as amostras submetidas à SDS-PAGE 10% e à imunodetecção com o 

anticorpo anti-Cqm1. Para análise funcional das proteínas secretadas, 1 a 2 ml do meio de 

cultura foi utilizado em ensaios de pull-down com a proteína BinB recombinante, conforme 

descrito no item 7.11.2. Para a avaliação da expressão das proteínas de membrana Cqm1-Sf9-

M e Aam1-Sf9-M, foram realizadas preparações de membranas celulares de cada linhagem 

transfectada segundo Pauchet et al. (2005) e ensaios de imunodetecção destas frações 

celulares com o anticorpo anti-Cqm1. Linhagens celulares transfectadas com o plasmídeo 

pIZT/V5-His sem inserto foram utilizadas como controle negativo em todas as avaliações. 

 

Tabela 9. Oligonucleotídeos desenhados a partir das construções plasmidiais dos cDNAs cqm1 de Culex 
quinquefasciatus e aam1 de Aedes aegypti clonados em pGEM3Zf+ com as sequências Kosak mutagenizadas. 
 

Primer Sequência 

Culex pIZT/Sf9 1F 5’-CAGGGTACCTCTCCGGCCACCATGCGA-3’ 

Culex pIZT/Sf9 1R 5’-CAGTCTAGA GCAGCTGCCGACGAAACCGT-3’ 

Culex pIZT/Sf9 2R 5’-CAGTCTAGA CTACACGAAAATATACCTG-3’ 

Aedes pIZT/Sf9 1F 5’-CAGGGTACCAGTTCGGCTGCCGCCATGCGG-3’ 

Aedes pIZT/Sf9 1R 5’-CAGTCTAGA GCAGCTGCCGATGAAGCTCT-3’ 

Aedes pIZT/Sf9 2R 5’-CAGTCTAGA CTACACTAAGAAATACTTG-3’ 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: *Letras em negrito indicam sítios de restrição na sequência dos oligonucleotídeos para Kpn I (GGTACC) e Xba I 
(TCTAGA).  
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Tabela 10. Associações de oligonucleotídeos e os respectivos fragmentos gênicos gerados para a expressão das 
proteínas Cqm1 e Aam1 solúvel (S) e de membrana (M). 
 

Oligonucleotídeos Fragmentos gênicos 

Culex pIZT/Sf9 1F – Culex pIZT/Sf9 1R cqm1-S 

Culex pIZT/Sf9 1F – Culex pIZT/Sf9 2R cqm1-M 

Aedes pIZT/Sf9 1F – Aedes pIZT/Sf9 1R aam1-S 

Aedes pIZT/Sf9 1F – Aedes pIZT/Sf9 2R aam1-M 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

 

7.9.4 Produção da proteína BinB em Escherichia coli  

 

 

O gene da subunidade BinB de 51 kDa da toxina Bin do B. sphaericus foi amplificado 

a partir do plasmídeo pGSP10 que contém o gene que codifica a toxina Bin (BOURGOUIN et 

al., 1990). O fragmento gênico binB foi amplificado, purificado e clonado no vetor plasmidial 

pGEM®T-easy utilizando oligonucleotídeos específicos com sítios de restrição inicial para 

BamH I e Xho I (Tabela 11). Após a digestão da construção plasmidial binB/pGEM®T-easy 

com as enzimas BamH I e Xho I, o fragmento gênico liberado foi subclonado no plasmídeo de 

expressão pGEX4T3 (Amersham) (Figura 13). A construção plasmidial binB/pGEX4T3 foi 

utilizada para a transformação de células competentes de E. coli cepa BL21 star, para a 

expressão da proteína recombinante, conforme descrito no item 7.9.1. A purificação da 

proteína BinB fusionada a uma sequência de GST foi realizada de acordo com De Melo Neto, 

Standart e Martins de Sá (1995) e Dhalia et al. (2005). A construção plasmidial permitiu a 

expressão da proteína recombinante BinB fusionada a uma sequência de Glutationa-S-

Transferase (GST). Após a purificação e diálise (Na2HPO4 40 mM, NaH2PO4 5 mM, NaCl 50 

mM, Triton X-100 0,1%, glicerol 5%) durante 3 horas a 4 °C, a proteína BinB recombinante 

(BinB-Rec) foi utilizada em todos os ensaios de pull-down com extratos-CHAPS de C. 

quinquefasciatus e Ae. aegypti, ou proteínas Cqm1 e Aam1 recombinantes conforme 

descrição na seção 7.10.2 
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Tabela 11. Oligonucleotídeos desenhados a partir do gene binB que codifica a subunidade BinB da toxina Bin 
do Bacillus sphaericus. 
 

Primer Sequência 

P51Bs1FNew 5’- CACGGATCCATGTGCGATTCAAAAGACAATTC -3’ 

P51BS 1R 5’- CACCTCGAGCTGGTTAATTTTAGGTATTAATTC -3’ 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: *Letras em negrito indicam sítios de restrição na sequência dos oligonucleotídeos para BamH I (GGATCC) e Xho I 
(CTCGAG). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Principais procedimentos de clonagem do gene binB no vetor de expressão pGEX4T3. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: Bt: Bacillus thuringiensis. GST: glutationa S-transferase.  
 

 

7.10 Mutagênese do gene binB 

 

 

A finalidade desta etapa foi mapear motivos na proteína BinB envolvidos na ligação 

ao receptor Cqm1 e identificar aminoácidos responsáveis por esta interação. Os 

procedimentos de mutagênese foram realizados com o Kit de mutagênese sítio-dirigida 

QuikChange (Stratagene) e através de oligonucleotídeos específicos, segundo instruções do 
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fabricante (Figura 14). Foram realizadas três etapas de mutagênese utilizando como molde a 

construção plasmidial do gene binB clonado no plasmídeo pGEX4T3. Na primeira etapa foi 

feita a inserção de códons de parada prematuros em diferentes regiões do gene, a qual leva à 

remoção de trechos de aminoácidos na porção C-terminal das proteínas mutantes expressas 

(BinBMutStop1 e 2) (Figura 15). Ainda nesta etapa, foram inseridos sítios de restrição para a 

endonuclease BamH I em diferentes posições no gene para a construção de proteínas BinB 

mutantes que possibilitaram a remoção de diferentes porções N-terminais (BinBMutBamHI 1, 

2 e 3) (Figura 15). As regiões de aminoácidos deletadas foram escolhidas com base na análise 

de trechos hidrofílicos na sequência protéica original da toxina BinB, através do programa 

Protean do DNAStar, deixando-os mais expostos em cada proteína mutante gerada (CLARK; 

BAUMANN, 1990; ELANGOVAN et al., 2000). Os oligonucleotídeos utilizados nesta 

primeira etapa de mutagênese possibilitaram seis diferentes construções plasmidiais que 

codificam seis proteínas BinB mutantes (Tabela 12 e Figura 27A). As construções plasmidiais 

que tiveram sítios de restrição para a endonuclease BamH I inseridos em diferentes posições 

no gene, foram submetidas a uma etapa de digestão com esta mesma enzima, a 37 °C durante 

1 hora, seguida de ligação com a T4 DNA ligase, possibilitando a remoção de fragmentos 

gênicos de 246 pb, 474 pb e 873 pb na porção N-terminal de cada construto que codificam as 

proteínas mutantes BinBMutBamHI 1, 2 e 3, respectivamente. A construção plasmidial que 

codifica a proteína mutante BinBMutBamHI 1 foi submetida a uma segunda etapa de 

mutagênese utilizando o oligonucleotídeo BinBMutStop3. A inserção de um códon de parada 

prematuro nesta construção plasmidial gerou um fragmento protéico menor sem as regiões N- 

e C-terminais, mantendo apenas a região central (BinBMutBamHI 1Mod) (Tabela 12 e Figura 

27A). 

Na terceira etapa, a construção plasmidial inicial binB/pGEX4T3 foi utilizada em 

reações de mutagênese nas quais blocos de 3 aminoácidos foram substituídos por blocos de 

alanina em diferentes pontos na sua sequência protéica total. Os seis diferentes blocos de 

aminoácidos selecionados para mutagênese, 32YNL34, 38SKK40, 147FQF149, 207TSL209, 
231RAV233 e 387YRM389, foram escolhidos de acordo com dados de literatura (CLARK; 

BAUMANN, 1990; ELANGOVAN et al., 2000; SINGKHAMANAN et al., 2009) e 

hidrofilicidade das regiões analisadas pelo programa Protean do DNAStar (Tabela 13 e 

Figura 27B). Os perfis de expressão das proteínas BinB mutantes foram verificados em SDS-

PAGE e a sua capacidade de ligação com a proteína Cqm1 de Culex foi avaliada através de 

ensaios de pull-down e de competição homóloga, descritos nos itens 7.10.2 e 7.10.3, 

respectivamente. 
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Figura 14. Principais etapas do protocolo de mutagênese sítio dirigida da construção plasmidial gene binB 
clonado no vetor de expressão pGEX4T3 utilizando o kit de mutagênese sítio-dirigida QuikChange 
(Stratagene). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: dsDNA: DNA dupla-fita. DpnI: enzima de restrição. XL1-blue: linhagem de E. coli eletrocompetente. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Diagrama da localização dos códons de parada prematuros e sítios restrição para endonuclease BamH 
I nas proteínas BinB mutantes truncadas.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: Os sítios de restrição BamH I e Xho I flanqueiam o gene binB clonado no vetor pGEX4T3. As barras 
indicam as sequências de aminoácidos conservadas em cada proteína mutante. O número de aminoácidos 
removidos (-) em cada proteína mutante está descrito acima de cada linha. 
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Tabela 12. Oligonucleotídeos utilizados para mutagênese sítio dirigida da proteína BinB do Bacillus sphaericus para obtenção de proteínas BinB recombinantes com porções 
das regiões N- e/ou C-terminais removidas. 
 

Oligonucleotídeo Mutação Posiçãoa no plasmídeo 

pGSP10 

Tamanho 

(pb) 

Sequência relevanteb Estratégia 

MUTBinBStop1_1F c742t 713-771 59 
739-5’ CCTCGATTCTTG 3’-750 
                    T                            

Fragmento de 82 aminoácidos N-terminais com a deleção de 366 aminoácidos C-terminais, 

mudança de 82Arg (R) para códon de parada depois do códon de iniciação Met. 

MUTBinBStop1_1R    
739-3’ GGAGCTAAGAAC 5’-750 
                     A                         

 

MUTBinBBamHI.1_1F c742g_t746c 715-773 59 
739-5’ CCTCGATTCTTG 3’-750 
                    G        C                 

Deleção de 82 aminoácidos N-terminais, mudança de 82Arg (R) para Gly (G) e de 83Phe (F) para 

Ser (S), novo sítio de BamH I depois do códon de iniciação Met. 

MUTBinBBamHI.1_1R    
739-3’ GGAGCTAAGAAC 5’-750 
                     C        G                 

 

MUTBinBStop2_1F c974g 955-993 39 967-5’ GTATTGTCAAAT 3’-978 
                                 G                

Fragmento de 158 aminoácidos N-terminais com a deleção de 290 aminoácidos C-terminais, 

mudança de 159Ser (S) para códon de parada depois do códon de iniciação Met. 

MUTBinBStop2_1R    967-3’ CATAACAGTTTA 5’-978 
                                  C                    

 

MUTBinBBamHI.2_1F t970g_t971g_g972a_a975c 944-1001 58 967-5’ GTATTGTCAAAT 3’-978 
                       GGA    C               

Deleção de 158 aminoácidos N-terminais, mudança de 158Leu (L) para Gly (G), novo sítio de 

BamH I depois do códon de iniciação Met. 

MUTBinBBamHI.2_1R    967-3’ CATAACAGTTTA 5’-978 
                       CCT      G                    

 

MUTBinBStop3_1F g1375t 1352-1398 47 1366-5’ GGAATATCTGAA 3’-1377 
                                        T                

Fragmento de 292 aminoácidos N-terminais com a deleção de 156 aminoácidos C-terminais, 

mudança de 293Glu (E) para códon de parada depois do códon de iniciação Met. 

MUTBinBStop3_1R    1366-3’ CCTTATAGACTT 5’-1377 
                                       A                 

 

MUTBinBBamHI.3_1F a1369g_t1370g_t1374c 1343-1400 58 1366-5’ GGAATATCTGAA 3’-1377 
                       GG       C                     

Deleção de 291 aminoácidos N-terminais, mudança de 291Ile(I) para Gly (G), novo sítio de BamH I 

depois do códon de iniciação Met. 

MUTBinBBamHI.3_1R    1366-3’ CCTTATAGACTT 5’-1377 
                       CC        G                     

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: 
a Refere-se a posição da primeira e última base do oligonucleotídeo na sequência do gene da toxina BinB no plasmídeo pGSP10 de 4.822 pb. 
b Sequência de interesse em cada primer que foi mutada neste estudo, a sequência original está na parte superior e os nucleotídeos modificados localizados abaixo da mesma. 
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Tabela 13. Oligonucleotídeos utilizados para mutagênese sítio dirigida da proteína BinB do Bacillus sphaericus para a obtenção de proteínas BinB recombinantes com trinca 
de aminoácidos substituídas por alaninas. 
 

Oligonucleotídeo Mutação Posiçãoa no plasmídeo 

pGSP10 

Tamanho 

(pb) 

Sequência relevanteb Estratégia 

MUT YNL_AAA_1F T592g_a593c_a595g_a596c_c598g_t599c 562-633 72 592-5’ TATAACCTT 3’-600 
                   GC  GC   GC               

Substituição dos aminoácidos 32YNL34 por Alaninas. 

MUT YNL_AAA_1R    592-3’ ATATTGGAA 5’-600 
                   CG  CG   CG                

 

MUT SKK_AAA 1F t610g_a613g_a614c_a616g_a617c 586-648 63 610-5’ TCAAAAAAA 3’-618 
                   G     GC   GC                

Substituição dos aminoácidos 38SKK40 por Alaninas. 

MUT SKK_AAA 1R    610-3’ AGTTTTTTT 5’-618 
                   C      CG  CG              

 

MUT FQF_AAA 1F T937g_t938c_c940g_a941c_t943g_t944c 904-972 69 937-5’ TTTCAATTC 3’-945 
                   GC   GC  GC               

Substituição dos aminoácidos 147FQF149 por Alaninas. 

MUT FQF_AAA 1R    937-3’ AAAGTTAAG 5’-945 
                  CG   CG   CG                

 

MUT TSL_AAA 1F 
 

A1117g_t1120g_t1123g_t1124c 1093-1145 53 1117-5’ ACATCCTTA 3’-1125 
                   G     G     GC             

Substituição dos aminoácidos 207TSL209 por Alaninas. 

MUT TSL_AAA 1R 
 

   1117-3’ TGTAGGAAT 5’-1125 
                   C     C     CG              

 

MUT RAV_AAA 1F 
 

A1189g_g1190c_t1196c 1166-1219 54b 1189-5’ AGAGCAGTT 3’-1197 
                   GC              C             

Substituição dos aminoácidos 231RAV233 por Alaninas. 

MUT RAV_AAA 1R 
 

   1189-3’ TCTCGTCAA 5’-1197 
                   CG            G                    

 

MUT YRM_AAA 1F 
 

t1657g_a1658c_c1660g_g1661c_a1663g_t1664c 1624-1690 67 1657-5’ TATCGAATG 3’-1665 
                   GC  GC   GC             

Substituição dos aminoácidos 387YRM389 por Alaninas. 

MUT YRM_AAA 1R 
 

   1657-3’ ATAGCTTAC 5’-1665 
                   CG   CG  CG              

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: 
a Refere-se a posição da primeira e última base do oligonucleotídeo na sequência do gene da toxina BinB no plasmídeo pGSP10 de 4.822 pb. 
b Sequência de interesse em cada primer que foi mutada neste estudo, a sequência original está na parte superior e os nucleotídeos modificados localizados abaixo da mesma. 
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7.11 Ensaios de interação entre proteínas de culicídeos e a toxina Bin 

 

 

Os ensaios tiveram o objetivo de avaliar a interação entre proteínas de culicídeos e 

toxinas Bin em relação a duas abordagens. A primeira consistiu em avaliar a sua capacidade 

de ligação de diferentes proteínas de culicídeos, nativas e recombinantes, (proteína-teste) em 

relação à proteína BinB (proteína-referência), através de ensaios de afinidade ou pull-down. 

Na segunda etapa as proteínas BinB mutantes (proteína-teste) foram avaliadas em relação a 

sua capacidade de ligação com o receptor Cqm1 nativo (proteína-referência), obtido de 

preparações de microvilli intestinal, através de ensaio de pull-down e de competição. Os 

ensaios estão descritos nas seções a seguir. 

 

 

7.11.1 Ensaios de afinidade 

 

 

Os ensaios foram realizados segundo Silva-Filha, Nielsen-LeRoux e Charles (1999) e 

são baseados na incubação da toxina Bin imobilizada sobre microesferas de resina (CNBr-

activated Sepharose4B®, Amersham) com as proteínas recombinantes de interesse (2 µg), na 

ausência e na presença de um excesso (40 µg) da toxina Bin livre, usada como competidor. As 

incubações foram feitas em um volume final de 100 µl de tampão PBS/Azida 0.02%, pH 7.4, 

durante 2 h à TA. Após a incubação, as microesferas-Bin foram lavadas com PBS/Az, 

recuperadas por centrifugação (20.000 g, 4 ºC, 15 minutos), separadas por SDS-PAGE 10%, 

transferidas para uma membrana de nitrocelulose e submetidas à imunodetecção, conforme 

descrito no item 7.6. A toxina Bin utilizada nestes ensaios foi produzida em culturas de B. 

thuringiensis cepa 4Q-82 transformada com o plasmídeo pGSP10, contendo o gene que 

codifica a toxina Bin (BOURGOUIN et al., 1990), e foi processada in vitro para a forma ativa 

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

 

 

Os ensaios de pull-down foram adaptados a partir do protocolo descrito em Dhalia et 

al. (2005) e têm o mesmo princípio metodológico dos ensaios de afinidade que é avaliar a 

ocorrência de interação entre a proteína BinB recombinante (selvagem ou suas mutantes), 

imobilizada em resina de glutationa sefarose 4B® (GS) (Amersham) e as proteínas nativas ou 

recombinantes de culicídeos. A proteína BinB (2 µg), produzida em células de E. coli, que 

tem fusionada a sua sequência a proteína glutationa S-transferase (GST), foi imobilizada na 

resina GS (10 µl) e incubada com proteínas Cqm1 ou Aam1 de preparações nativas (20 µg ), 

ou recombinantes produzidas em lisado de reticulócito de coelho (2 µg ) ou recombinantes 

produzidas em células Sf9 e secretadas em meio de cultura (40 µg) a 4 ºC, durante 2 h, sob 

agitação em um volume final de 200 µl de tampão BB3 (KCl 100 mM, MgCl2 1 mM, HEPES 

50 mM, NP40 0,2%, glicerol 5%). Para avaliar a especificidade da ligação, foram feitas 

incubações controle com a proteína GST imobilizada sobre a resina (GST-GS) e também com 

a resina de glutationa bloqueada com BSA (BSA-GS). Após a incubação, as amostras foram 

centrifugadas (1.500 g, 2 min a 4 ºC), e o sedimento foi submetido a SDS-PAGE 8 a 10%, 

transferência para membrana e imunodetecção com anticorpo anti-Cqm1, conforme descrito 

no item 7.6. 

 

 

7.11.3 Ensaios de competição  

 

 

A toxina Bin radiomarcada (Bin-I125) utilizada nestes ensaios foi produzida em cultura 

de Bt cepa 4Q-82, anteriormente descrita, e o processamento in vitro da toxina Bin para a 

forma ativa e a marcação com I125 foi feita segundo Nielsen-LeRoux e Charles (1992). Após o 

procedimento de iodinação foram determinadas a concentração de proteínas e a sua atividade 

específica (cpm/pmol de proteína). No ensaio de competição a toxina Bin-I125 (10 nM) foi 

incubada com preparações de BBMF (25 µg) de C. quinquefasciatus, contendo o receptor 

Cqm1, na ausência e na presença de um excesso (1.000 nM) de diferentes competidores não 

marcados que foram a toxina Bin, a proteína BinB e as respectivas mutantes. As curvas de 

competição foram feitas na presença de concentrações crescentes (0, 3, 10, 30, 100, 300, 1000 
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e 3000 nM) dos competidores não marcados. As incubações de cada ponto experimental 

foram feitas em um volume final de 100 µl de tampão PBS/Az 0.02%/BSA 0.01% pH 7.4, 

durante 16 h à TA. Após a incubação as amostras foram centrifugadas (8.700 g, 15 minutos, 4 
oC) e lavadas três vezes em tampão PBS/Az pH 7.4 três vezes. O sedimento, contendo a 

toxina Bin-I125 ligada à BBMF, foi homogeneizado em líquido de cintilação (ScintiSafe 

Plus) e analisado em um contador de emissão de partículas beta (Wallac-Pharmacia). 
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8 RESULTADOS 

 

 

Os resultados deste trabalho foram agrupados em dois blocos, sendo o primeiro a 

caracterização da interação da toxina Bin com as α-glicosidases de culicídeos e o segundo a 

identificação do motivo envolvido na ligação ao receptor Cqm1 em larvas de Culex 

quinquefasciatus na subunidade BinB. 

 

 

8.1 Caracterização da interação da toxina Bin com α-glicosidases de culicídeos 

 

 

Estudos in silico revelaram proteínas ortólogas e parálogas à Cqm1, e algumas destas 

foram selecionadas para investigar uma região no receptor Cqm1, que potencialmente 

conteria o motivo de ligação à subunidade BinB. Foram produzidos fragmentos protéicos 

recombinantes para analisar a sua capacidade de interação com a toxina BinB. A análise 

comparativa do receptor nativo Cqm1 com a proteína ortóloga Aam1 expressa em Ae. aegypti, 

espécie naturalmente refratária ao Bacillus sphaericus, revelou características peculiares de 

cada proteína, importantes para determinar a sua função como receptor da toxina Bin.  

 

 

8.1.1 Análise in silico de proteínas ortólogas e parálogas à Cqm1 

 

 

Foram realizadas buscas no GeneBank de sequências gênicas de Ae. aegypti e de An. 

gambiae que codificam proteínas ortólogas e parálogas ao receptor Cqm1, para avaliar sua 

conservação em outras espécies de culicídeos. As proteínas ortólogas são aquelas cujas 

sequências possuem o mais alto grau de semelhança ou identidade com a sequência de 

interesse e que provavelmente executam funções equivalentes. As parálogas possuem 

sequências com menor identidade de aminoácidos do que as ortólogas, mas também têm 

funções equivalentes. A análise mostrou que várias α-glicosidases de insetos têm homologia 

com a Cqm1 e algumas destas foram selecionadas para este estudo (Tabela 5). Dentre estas 

proteínas há α-glicosidases ortólogas, que sabidamente possuem o sítio de ligação da toxina 

Bin, pois já foram descritas como receptores funcionais da toxina em C. quinquefasciatus 
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(Cqm1), C. pipiens (Cpm1) e An. gambiae (Agm3). Há α-glicosidases parálogas que 

possivelmente não devem possuir o motivo de ligação, além de uma ortóloga em Ae. aegypti, 

a Aam1, que sabidamente não desempenha o papel de receptor visto que esta espécie é 

refratária ao B. sphaericus. Estes dados apontam que o motivo de ligação à toxina Bin pode 

estar presente em sequências protéicas ortólogas de Culex e Anopheles e ausente em 

sequências parálogas, bem como na ortóloga Aam1. 

O alinhamento da sequência do receptor Cqm1 às sequências correspondentes 

ortólogas e parálogas de C. pipiens, Ae. aegypti, An. gambiae revela múltiplos trechos 

conservados na porção N-terminal da grande maioria das α-glicosidases e alguns segmentos 

mais divergentes na porção C-terminal (Figura 16). A região de 45 kDa do receptor que vai da 

Q32 até a L320 é bastante conservada entre as sequências gênicas que codificam para as 

proteínas ortólogas e parálogas à Cqm1 selecionadas para este estudo, além de não possuir 

íntrons em seu interior possibilitando uma facilidade operacional. Além disso, a região de 45 

kDa N-terminal (Rec-45 kDa) do receptor Cqm1 (Q32 até L320) em C. quinquefasciatus foi 

apontada previamente pelo nosso grupo como a potencial região do motivo de ligação à 

toxina Bin (ROMÃO et al., 2006). A partir destas evidências foi feita uma avaliação funcional 

de fragmentos de 45 kDa de algumas proteínas ortólogas e parálogas à Cqm1. 
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gi|84621561|gb|ABC59609.1| Cqm1    ---MRPLGALSLVALL--AMTVNGLAIREPDSKDWYQHATFYQIYPRSFLDSNGDGIGDLAGITSKMKYLA-DIGIDATWLSPPFKSPLKDFGYDVSDFY  
gi|126009678|gb|ABN64094.1| Cpm1   ---MRPLGALSLVALL--ATTVNGLAIREPDSKDWYQHATFYQIYPRSFLDSNGDGIGDLAGITSKMKYLA-DIGIDATWLSPPFKSPLKDFGYDVSDFY  
gi|157126497|ref|XP_001660909.Aam1 ---MR-LCSAGLLVTL--AVFASSFDIREPEQKDWYQHATFYQIYPRSFKDSDGDGIGDLAGITSKMSYLA-DIGIDATWLSPPFKSPLRDFGYDVSDFY  
gi|159792926|gb|ABW98683.1|Agm3    MKFYRPLVTVSLTVALLSACALQAAEVREPDEKDWYQHATFYQIYPRSFQDSNGDGIGDLKGITARMEYLA-GLGIDATWLSPPFVSPLADFGYDVADFY  
gi|157136230|ref|XP_001656785.Aam2 ------MVLTPRVVPGILLLTLAVVSCVDLRTLDWWEKAGFYQIYPRSFKDSDGDGIGDLNGITSKLSYLK-EIGVRAFWMSPINTSPMVDFGYDISDYR  
gi|157107450|ref|XP_001649784.Aam3 -------MGRKAVIVFIFGFVIGLVASV---DEHWWQHANFYQIYPRSFKDSDGDGVGDLRGIMEKVSYLKKDLGLDAIWLSPIFKSPMADFGYDISNFT  
gi|118792106|ref|XP_320159.3| Agm4 ----------------------------------WWKSAVFYQIYPRSFMDSNGDGIGDLCGITSRLGYLD-LHNITGFWLSPIFASPMADFGYDISDYY  
gi|118792103|ref|XP_320155.3| Agm5 -------MWSTVILLGVLLIVPSLLA-----DEHWWQHANFYQIYPRSFKDSDGDGVGDLRGIMEKVPYLRRELGIDAIWLSPIFKSPMADFGYDIADFR  
 
 
gi|84621561|gb|ABC59609.1| Cqm1    AIQPEYGNLTDFDKLVEESHKNGIKLMLDFIPNHSSDQHEWFVKSVARDPEYSDFYVWRP----PA--TGGG-PPNNWISVFGGSAWTYNTARGEYYLHQ  
gi|126009678|gb|ABN64094.1| Cpm1   DIQPEYGNLTDFDKLVEESHKNGIKLMLDFIPNHSSDQHEWFVKSVLRDPEYSDFYVWRP----PA--TGGG-PPNNWISVFGGSAWTYNQARGEYYLHQ  
gi|157126497|ref|XP_001660909.Aam1 DIQPEYGTLESFDELVQEAHKNGIKLMLDFIPNHSSDEHDWFVKSAERNETYKDFYVWHPGRQNAE--TGKLDPPNNWISVFGGPAWTYHEGRQEFYLHQ  
gi|159792926|gb|ABW98683.1| Agm3   DIQPEYGTLADMEELIAEAHRHGIKLMLDFIPNHSSDEHDWFVQSANGVAKYRDYYIWRPGRQNSQ--TGALEPPNNWISVFGGPAWTYDERRGEFYLHQ  
gi|157136230|ref|XP_001656785.Aam2 EIQPEYGTMVDFENLVKEAKRVGLKVIMDFVPNHSSDKHEWFVKSEDRVPGYEDYYVWHDGVENPQ--GGRKLPPSNWLQAFRKSAWQWSEKRQQYYLHQ  
gi|157107450|ref|XP_001649784.Aam3 DIHHEFGTIADLENLAEECKRQNLKLILDFVPNHSSDEHPYFEKSEKREAGYEDYYVWHEGKVLAN---GTRVPPSNWISVFRGSAWKWSSVRREYYLHQ  
gi|118792106|ref|XP_320159.3| Agm4 KIQPEYGTMADFDAMLKKANDLNMEVILDFVPNHTSDEHEWFKKSELRVPGFEDFYIWHPGRPNPNDTNGQPLAPCNWVSFFRGSAWQWSKTRKEYYLHQ  
gi|118792103|ref|XP_320155.3| Agm5 DIHSEFGTIADLEALATACNAEGLKLILDFVPNHSSDESEWFLKSVQKDPTYSDYYVWHPGKTLAN---GTRVPPSNWVSVFRGSAWEWNDVRKEYYLHQ  
 
 
gi|84621561|gb|ABC59609.1| Cqm1    FTPQQPDLNYRNPKVLAEMTKMLFFWLDRGVDGFRLDAINHMFEDEQ-----FRDEPLSGWGQ-SGEYDSLDHIYTKDIPDVYDVVYNWRDQMDKYSAEK  
gi|126009678|gb|ABN64094.1| Cpm1   FTPQQPDLNYRNPKVLAEMTKMLFFWLDRGVDGFRLDAINHMFEDEQ-----FRDEPLSGWGQ-PGEYDSLDHIYTKDIPDVYDVVYNWRDQMDKYSAEK  
gi|157126497|ref|XP_001660909.Aam1 FTDKQPDLNYRNPAVLEEMTKMLFFWLDRGVDGFRLDAINHMFEDPE-----LRDEPPSGWSD-PGKYDSLDHIYTKDVEDVYKVVYDWRDLMDTYSKEN  
gi|159792926|gb|ABW98683.1| Agm3   FTKKQADLNYRNPAVVEEMTKMLSFWLEKGVDGFRLDAINHMFEDAQ-----LRDEPP-GWGA-PGTYDELDHIYTKDNPDTYNVVYGWRQLCDDFGRRM  
gi|157136230|ref|XP_001656785.Aam2 FTVEQPDLNYRNPTVVQEMKDVLTFWLDKGVDGFRVDAVPFLYEVLP-TNGSFPDEPRSGLTNDPDDFDFLEHIYTQNQPETLDMVYQWRELVDNYQKDH  
gi|157107450|ref|XP_001649784.Aam3 FVDKQPDLNYRSTKVVEDMKDVLRFWLERGVTGFRVDALPYLYENKT-VNGVYPDEPKSNSTDDPDNPAYLLHPYTQNLDETFDMVYQWREVLDEFKSSK  
gi|118792106|ref|XP_320159.3| Agm4 FSVKQPDLNYRNPAVVEAMKDVMRFWLGRGVAGFRIDAVPTLFEVAPDADGQYPDEPLSGNTNDPDDPGYLVHIYTQDRNETLDMVYQWRAVLDEFQQQY  
gi|118792103|ref|XP_320155.3| Agm5 FLVKQPDLNYRNPALVQEMKDVMTFWLGKGVHGFRIDAVPYLFESLP-VNGVYPDEEKSGETDDPDNPTYLVHQHTQNLDETFDMMYQWRKVVDDFKQQT  
 
 
gi|84621561|gb|ABC59609.1| Cqm1    --GRTIILMTEAYSSIEGTMLYYESADRKRQGAHMPFNFQLIYDFKKEQNAVGLKSSIDWWMNNMP--ARHTPSWVAGSHDHSRVASRVGLDRVDQVMTL  
gi|126009678|gb|ABN64094.1| Cpm1   --GRTIILMTEAYSSIEGTMLYYESADRKRQGAHMPFNFQLIYDFKKEQNAVGLKNSIDWWMNNMP--ARHTPSWVAGSHDHSRVASRVGLDRVDQVMTL  
gi|157126497|ref|XP_001660909.Aam1 --GRTIILMTEAYSSIEGTMLYYENANRTRQGAHMPFNFQLIYDFKDIQNAVGLKQSIDWWMNHMP--ARHTPSWVSGSHDHERFASRVGENRVEQMMTL  
gi|159792926|gb|ABW98683.1| al Agm3--NKTIIIMTEAYASIENTMLYYEDATGTRQGAHMPFNFQLIYDFRHDQNAIGLKQSIDFWLNHMP--ARHTASWVAGSHDHSRVGSRVGLEHVDQVLTL  
gi|157136230|ref|XP_001656785.Aam2 GGETR-VLMTEGYTSLEELRKYYVSAGG-RLGSHMPFNFGMINDLKIGSKAEDFVNVVQSWMDIVP--ARHAANWVMGNHDRPRVGTRFGKERIDAMNMI  
gi|157107450|ref|XP_001649784.Aam3 GLQEDLVLMIEAYTPLENIIRLYGKGD--RKGAQIPFNFEVLSNIYKDSTAKDFYTYVMRFYEALP--QGQFANWVLGNHDNKRVASRLGVARADLYNIA  
gi|118792106|ref|XP_320159.3| Agm4 GVRER-IIMAETYSPIDIVMKYYGNET--VPGAQIPFNFHFITDLSKDSTAQDFLNTINYWIDHMPPMDSVVPNWVLGNHDQHRVASRFGEDMIDSMNMI  
gi|118792103|ref|XP_320155.3| Agm5 -QSEDIVLMAEAYTPLLNIIRLFGNEV--SEGAHIPFNFEVLSNTFKDTTGQQFYDNIKRWLDVVP--ENRFSNWVLGNHDNKRVSSRLGVARADLYQIA  
 
 
gi|84621561|gb|ABC59609.1| Cqm1    LHTLPGTSITYYGEEVAMQDF----------------KEAQQFDNRDPNRTPMQWDSSTSAGFSTNTNTWLRVHPDYARYNVDVMQ-KNPQSTFHHFQHL  
gi|126009678|gb|ABN64094.1| Cpm1   LHTLPGTSITYYGEEVAMQDF----------------KEAQQFDNRDPNRTPMQWDSSTSAGFSTNTNTWLRVHPNYARYNVDVMQ-KNPQSTFHHFQHL  
gi|157126497|ref|XP_001660909.Aam1 LHTLPGTSITYYGEEIGMLDY----------------KEAQTYDGRDPNRTPMQWDGTTSAGFSTNATTWLKVHPDYASLNVDLQQ-NAEKSHFHHFRAL  
gi|159792926|gb|ABW98683.1| Agm3   LHTLPGTSITYYGEEIGMLDF----------------KDAQLYDNRDPNRTPMQWDNSISAGFSTNRTTWLRLHPDYPTRNVAMQE-AAEKSTLKHFRTL  
gi|157136230|ref|XP_001656785.Aam2 ILSLPGATVTYQGEEIGMTDVHISWEETKDPAACNAGEGLYAEKSRDPCRTPFQWDDSTLAGFTNGSTTWLPVGPDYRSVNVKIEN-GLEKSHLKVYKAM  
gi|157107450|ref|XP_001649784.Aam3 LNTLPGIAVTYNGDELAMEDVYISWEDTVDPAACNSNPRDFMQYSRDPVRAPFQWDDSVSAGFSSNPKTWLPVSPYYKQNNYKLQK-SAPRSHVKIFKSL  
gi|118792106|ref|XP_320159.3| Agm4 MLSLPGVAVTYNGEEIGMDDVWISYNDTVDPAACNAGPDRYQYTTRDPERTPFQWDSSKNAGFSTANHTWLPVSPNYTLVNVEKQLVEYEHSHLHVYRSL  
gi|118792103|ref|XP_320155.3| Agm5 LNVLPGVAVTYNGDELAMEDVFISWKDTIDPAACNSNPKDYLLYSRDPVRTPFQWDDSVSAGFSTNRTTWLPVASNYKTLNYKAQK-AAPRSHVKIFKAL  
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gi|84621561|gb|ABC59609.1| Cqm1    TKLRRHRTMQSGEYVHKTVGTKVYALLRELRGEDSFLTVLNMAGAEDTVDLGDFVN-LPQKMRVEVAQPNSKSKAGNEVDIGKLTLGPYDSVVLRATVSS  
gi|126009678|gb|ABN64094.1| Cpm1   TKLRQHRTMQSGEYVHKTVGTKVYALLRELRGEDSFLTVLNMAGAEDTVDLGDFVN-LPQKMRVEVAQPNSKSKAGNEVDISKLTLGPYDSVVLRATVSS  
gi|157126497|ref|XP_001660909.Aam1 TSLRRHETMQNGDFLHRTVGTHVYALLRELQGRDSFLTVLNVADKQYDADLGDFVN-LPEKMTVQVAQSNSTLKAGDVVEISKVTLGPYDSIVLRA--SS  
gi|159792926|gb|ABW98683.1| Agm3   TALRRHPTLVHGEFKHRTVGPDVYAFSRELHGEDTLVTVLNMATSSRTVDLGDFVN-LPARLTVEIAQPMSNYKAGDEVDIHQVTLLQHDSVVLRAVVSG  
gi|157136230|ref|XP_001656785.Aam2 MRLRESKTFQHGSVKARAVKDNVFAIVRELQNYNTYITLVNLGSSIEVIDGIALASHLPSKLRFEVVGVNSHHIRGGAVATNDILLLPHESFVLVARVSP  
gi|157107450|ref|XP_001649784.Aam3 VRLRKQRTLREGTFEIKLVDENLLVYKRELADVSTIVVILNFHKSARTVNLSEAFGGLPLEFEIITSSLQTNYIDGTVVDRDQIVLPADAAIVLEGNIKN  
gi|118792106|ref|XP_320159.3| Agm4 VRMK------------------------------------------------------------------------------------------------  
gi|118792103|ref|XP_320155.3| Agm5 VRLRKQRTRRN---------------------------------------------------------------DGNAVGRR------------------  
 
 
gi|84621561|gb|ABC59609.1| Cqm1    AAAINLSIGLLLAIMARYIFV  
gi|126009678|gb|ABN64094.1| Cpm1   AAAINLSIGLLLAIMARYIFV  
gi|157126497|ref|XP_001660909.Aam1 AAAIQLSLSVVIALIVKYFLV  
gi|159792926|gb|ABW98683.1| Agm3   ASVVRLSLIVALLAAVEHLF-  
gi|157136230|ref|XP_001656785.Aam2 VDRLQESICETWLEQ------  
gi|157107450|ref|XP_001649784.Aam3 GV-------------------  
gi|118792106|ref|XP_320159.3| Agm4 ---------------------  
gi|118792103|ref|XP_320155.3| Agm5 ---------------------  
 

Figura 16. Alinhamento múltiplo de sequências de aminoácidos das proteínas homólogas à α-glicosidase Cqm1, receptor da toxina Bin do Bacillus sphaericus em larvas de 
Culex quinquefasciatus.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: Traço em vermelho delimita a região N-terminal de 45 kDa das proteínas. Traço em verde delimita a região da deleção de uma proteína mutante Cpm1BP-del, não 
funcional, descrita em Darboux et al. (2007). As proteínas ortólogas à Cqm1 de Culex pipiens (Cpm1), Aedes aegypti (Aam1) e Anopheles gambiae (Agm3) e os seus 
números de acesso no NCBI estão em azul. As proteínas parálogas de Aedes aegypti (Aam2 e Aam3) e de Anopheles gambiae (Agm4 e Agm5) selecionadas para o estudo 
estão em preto. Alguns resíduos conservados nas proteínas ortólogas e divergentes nas parálogas estão em vermelho. As caixas azuis marcam os sítios de glicosilação preditos 
em Cqm1, Cpm1, Aam1 e Agm3. 
 

 

 

 

 

 

 

 



Base molecular da interação da toxina Bin do Bacillus sphaericus                                   Romão, T.P. 
 

 

79 

8.1.2 Expressão e funcionalidade das proteínas ortólogas e parálogas à Cqm1 em Escherichia 

coli. 

 

 

Os fragmentos do gene do receptor Cqm1 e das demais ortólogas e parálogas 

selecionadas, correspondentes à porção N-terminal de 45 kDa, foram amplificados a partir do 

DNA genômico de larvas de C. quinquefasciatus, Ae. aegypti e An. gambiae. As associações 

de primers utilizadas geraram os seguintes fragmentos gênicos: aam1 ≅ 882 pb, aam2 ≅ 912 

pb, aam3 ≅ 906 pb, agm4 ≅ 900 pb, agm5 ≅ 897 pb que foram clonados em pRSETc (Figura 

17A). As contruções plasmidiais correspondentes a região de 45 kDa da proteína Cqm1 de C. 

quinquefasciatus e da Agm3 de An. gambiae geraram fragmentos gênicos de 867 e 879 pb, 

respectivamente, e foram obtidos anteriormente por Romão et al. (2006) e Ferreira (2007). Os 

fragmentos gênicos foram utilizados na clonagem e produção de proteínas recombinantes de 

45 kDa, correspondente à região entre a Q32 e L320 (Figura 17B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Amplificação dos fragmentos gênicos aam1, aam2 e aam3 de Aedes aegypti e agm4 e agm5 de 
Anopheles gambiae e expressão das proteínas recombinantes Rec-45 kDa Cqm1, Aam1, Agm3, Aam2, Aam3, 
Agm4, Agm5 e da proteína controle Lm4A1 de Leishmania major.  
Nota: (A) Fragmentos gênicos amplificados por PCR a partir dos genes homólogos aam1, aam2 e aam3 de 
Aedes aegypti e dos genes agm4 e agm5 de Anopheles gambiae, separados por eletroforese em gel de agarose a 
1%. Os fragmentos gênicos amplificados possuem 882, 912, 906, 900 e 897 pares de bases (pb) respectivamente. 
(B) Expressão das proteínas recombinantes Cqm1, Aam1, Agm3, Aam2, Aam3, Agm4 e Agm5 de ≅45 kDa e da 
proteína Lm4A1 utilizada como controle negativo, separadas em SDS-PAGE a 10% e coradas com azul de 
comassie. PM: Peso molecular em pb em A e em kDa em B. 
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Os ensaios de afinidade empregados para verificar a capacidade de interação das 

proteínas recombinantes de 45 kDa com a toxina Bin, demostraram que todas se ligaram 

especificamente à toxina Bin imobilizada (Figura 18). Na presença de um excesso do 

competidor (toxina Bin), as respectivas bandas não foram observadas o que demonstra a 

especificidade de ligação. O controle positivo, representado pela Cqm1-Rec45, ligou-se 

especificamente às esferas-Bin e o controle negativo representado pela Lm4A1, uma proteína 

recombinante de iniciação da tradução de Leishmania major, que não apresentou o mesmo 

perfil de competição apresentado pelas demais proteínas testadas no ensaio, apesar de sua 

ligação inespecífica com a resina (Figura 18). Este resultado incita algumas afirmações: o 

motivo de ligação à toxina Bin estaria conservado na região N-terminal das proteínas 

ortólogas e nas parálogas analisadas, inclusive nas proteínas cuja identidade é inferior a 40% 

em relação à Cqm1; uma vez que a capacidade de ligação à toxina Bin foi detectada no 

fragmento Aam1, a refratariedade em Ae. aegypti poderia ser determinada por outros fatores 

nesta proteína que impedem a sua interação com a toxina Bin.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Ensaio de afinidade entre as proteínas recombinantes Cqm1-Rec45 de Culex quinquefasciatus 
(controle positivo), Aam1, Aam2 e Aam3-Rec45 de Aedes aegypti e Agm3, Agm4, Agm5-Rec45 de Anopheles 
gambie e Lm4A1 de Leishmania major (controle negativo) e a subunidade BinB do Bacillus sphaericus, 
imobilizada em resina de sefarose.  
Nota: As proteínas recombinantes de culicídeos foram incubadas com a subunidade BinB, separadas em SDS-
PAGE 10%, transferidas para membrana de nitrocelulose e submetidas à imunodetecção com anticorpo anti X-
pressTM (Invitrogen). Incubação realizada na presença (+) e na ausência (-) da toxina Bin livre utilizada como 
competidor. PM: Peso molecular em kDa. 
 

 

Após esta análise, o cDNA completo do gene cqm1 clonado no vetor pRSETC foi 

utilizado para a produção e avaliação da Cqm1 recombinante total (Cqm1-Rec). A proteína 

Cqm1-Rec apresentou um peso molecular de aproximadamente 66 kDa (Cqm1-Rec66), 

entretanto, não foi possível expressar quantidades suficientes desta proteína para empregá-la 

em ensaios funcionais. 
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Apesar da funcionalidade dos fragmentos recombinantes de α-glicosidases de 

culicídeos observada nos ensaios de afinidade, é importante considerar que o dobramento 

destas proteínas possivelmente não é adequado para avaliar a sua especificidade de ligação à 

toxina Bin. É sabido que um sistema de expressão procarioto não insere todas as modificações 

pós-traducionais, possivelmente requeridas para a funcionalidade de uma proteína eucariótica, 

tendo sido essencial dar continuidade ao trabalho com proteínas expressas em sua totalidade 

estrutural. Para esta etapa de estudo foram selecionadas a proteína Cqm1 e a sua ortóloga 

Aam1 cujo alto nível de identidade (70%) associado à diferentes características de ligação à 

toxina Bin in vivo serviu como um modelo de estudo para investigar aspectos importantes 

envolvidos na interação com a toxina Bin.  

 

 

8.1.3 Expressão e funcionalidade das proteínas Cqm1 e a Aam1 em lisado de reticulócito de 

coelho. 

 

 

As proteínas Cqm1 e Aam1 recombinantes foram produzidas em um sistema de 

expressão eucarioto que utiliza lisado de células de reticulócito de coelho com capacidade de 

inserir modificações pós-traducionais nas moléculas expressas tais como acetilação, 

isoprenilação e alguns tipos de fosforilação, no entanto, algumas modificações como 

glicosilações não são possíveis. A reação de PCR da construção plasmidial do cDNA de cqm1 

clonado no vetor 4-TOPO possibilitou a amplificação e clonagem de um fragmento de ≅ 1800 

pb no pRSETc. A reação de PCR do cDNA do gene aam1, obtido a partir de RT-PCRs de 

RNA total de um pool de larvas de Ae. aegypti, também levou à amplificação de um 

fragmento de ≅ 1800 pb que foi clonado em pGEM®T- easy. Os fragmentos gênicos liberados 

das digestões das construções plasmidiais cqm1/pRSETc e aam1/pGEM®T- easy com Pst I e 

Hind III foram subclonados no pGEM3Zf+ para os ensaios de transcrição e tradução in vitro. 

Na transcrição in vitro, os mRNAs produzidos a partir dos cDNAs cqm1 e aam1 foram 

obtidos para a produção das proteínas recombinantes marcadas com 35S. A proteína Cqm1-35S 

migrou com peso molecular aproximado de 66 kDa, similar ao seu tamanho expresso em E. 

coli, e a Aam1-35S apresentou um peso molecular cerca de 70 kDa (Figura 19).  

As proteínas Cqm1-35S e Aam1-35S foram submetidas a ensaios de pull-down, para 

avaliar a sua capacidade de interação com a toxina recombinante BinB, no entanto, nenhuma 

delas mostrou capacidade de interação com a subunidade BinB imobilizada (Figura 20). A 
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proteína LmEIFG3-35S de L. major, obtida sob as mesmas condições e utilizada como controle 

positivo do ensaio, foi capaz de ligar-se à proteína LmEIF4A1 imobilizada na resina, pela qual 

tem afinidade, demonstrada pela presença de uma banda de 70 kDa (Figura 20). A ausência de 

ligação da proteína Cqm1 à toxina Bin sugere que o sistema de expressão utilizado não é 

adequado para avaliar esta proteína em relação a sua interação com a toxina Bin. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Proteínas Aam1-35S e Cqm1-35S de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus, produzidas através de 
tradução in vitro em células de lisado de reticulócito de coelho, separadas em SDS-PAGE a 10% e visualizadas 
por autoradiografia. 
Nota: PM: Peso molecular em kDa. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Ensaio de pull-down entre as proteínas Cqm1-35S e Aam1-35S e a subunidade BinB da toxina Bin 
imobilizada em resina.  
Nota: O ensaio entre as proteínas LmEIFG3-35S e LmEIF4A1 de Leishmania sp imobilizada em resina foi 
utilizado como controle positivo do experimento. As proteínas foram separadas em SDS-PAGE a 10% e o gel foi 
exposto a um filme autoradiográfico. Trad. Proteínas 35S traduzidas sem incubação. GST. Proteína 35S incubada 
com glutationa S-transferase. BinB. Proteína 35S incubada com a subunidade BinB da toxina. LmEIF4A1. 
Proteína 35S incubada com a proteína LmEIF4A1. PM: Peso molecular em kDa. 
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8.1.4 Análise das proteínas Cqm1 e Aam1 nativas. 

 

 

A ausência de funcionalidade da proteína Cqm1 produzida no sistema de expressão de 

reticulócito de coelho levou à avaliação de características das proteínas Cqm1 e Aam1 nativas 

obtidas de amostras de microvilli intestinal de larvas. Nesta análise foi realizada a 

imunodetecção de extratos totais de larvas utilizando o anticorpo anti-Cqm1, o perfil de 

bandas catalíticas de α-glicosidases e o padrão de glicosilação das proteínas. A 

imunodetecção de extratos protéicos de C. quinquefasciatus e de Ae. aegypti submetidos a 

SDS-PAGE 10% com o anticorpo anti-Cqm1, revelou um perfil de migração para as proteínas 

Cqm1 e Aam1 nativas de 66 kDa e de 73 kDa respectivamente (Figura 21A). Os ensaios 

enzimáticos de atividade de α-glicosidase em amostras de BBMF de C. quinquefasciatus e 

Ae. aegypti apresentaram 4 bandas catalíticas (Figura 21B), e imunodetecção com o anticorpo 

anti-Cqm1 revelou que as bandas correspondentes as proteínas Cqm1 e Aam1, na condição 

semi-desnaturante deste ensaio, migram com pesos moleculares diferentes superiores a 80 

kDa (Figura 21C). Os dados demonstram que as α-glicosidases Cqm1 e Aam1 nativas 

possuem perfis de migração distintos nas duas condições testadas e indicam diferenças 

conformacionais nestas moléculas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Análise das proteínas Cqm1 e Aam1 obtidas de preparações de microvilli intestinal de larvas de 
Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti, respectivamente.  
Nota: A. Proteínas separadas em SDS-PAGE 10% e submetidas a imunodetecção com o anticorpo anti-Cqm1. B. 
Detecção enzimática de α-glicosidase em SDS-PAGE 8% sob condições semi-desnaturantes. C. Imunodetecção 
das proteínas em (B) com o anticorpo anti-Cqm1. PM: Peso molecular em kDa. 
 

O padrão de glicosilação de proteínas foi avaliado a partir de preparações de microvilli 

intestinal de larvas solubilizados com detergente CHAPS (extrato-CHAPS), e tratados com as 
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endoglicosidases PNGase e EndoH. A incubação da amostra de C. quinquefasciatus com a 

enzima PNGase resultou em uma proteína Cqm1 de 66 kDa similar àquela da amostra 

controle não tratada (Figura 22). Este resultado indica que não houve remoção de carboidratos 

da proteína nativa ou a possível remoção não causou redução de tamanho após o tratamento. 

Em contraste, o tratamento de extratos de Ae. aegypti com a PNGase resultou em uma 

proteína cerca de 7 kDa menor indicando que houve remoção de carboidratos da cadeia 

polipeptídica da Aam1 (Figura 22). O tratamento com uma segunda endoglicosidase, a 

EndoH, não apresentou efeito nas proteínas analisadas (dados não apresentados). Os 

resultados sugerem que a Aam1 posssui glicosilações em sua cadeia polipeptídica, mas a 

mesma afirmação parece não ser consistente para a proteína Cqm1. A predição de sítios de 

glicosilação na sequência protéica de Cqm1 comparada com a sequência de Aam1 apresentou 

um sítio de glicosilação divergente (310NRT312), que pode ser o alvo da deglicosilação 

observada na Aam1 (Figura 16).  

Os extratos-CHAPS tratados com a PNGase foram utilizados em ensaios de pull-down 

para investigar o efeito da deglicosilação na capacidade de interação das proteínas Cqm1 e 

Aam1 com a subunidade BinB-Rec, já descrita no item 8.2.1. Nenhuma mudança no perfil de 

interação com a BinB foi observada, a Cqm1 se ligou especificamente, enquanto que a Aam1 

não interagiu (Figura 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Imunodetecção das proteínas Cqm1 e Aam1 em extratos-CHAPS de larvas de Culex 
quinquefasciatus e Aedes aegypti, respectivamente, tratados com a enzima PNGase F e avaliação de sua 
capacidade de interação com a subunidade BinB através de ensaios de pull down. 
Nota: Os extratos-CHAPS nativos (Ext) foram tratados com a PNGase F (Ext-T) e incubados com BinB-Rec 
(BinB) ou com a Glutationa S-transferase (GST) imobilizada em resina. As proteínas ligadas foram separadas 
em SDS-PAGE 10%, transferidas para uma membrana de nitrocelulose e imunodetectadas com anti-Cqm1. A 
seta indica a banda que corresponde à ligação específica no receptor Cqm1. PM: Peso molecular em kDa. 
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8.1.5 Expressão e funcionalidade das proteínas recombinantes Cqm1 e a Aam1 em células 

Sf9. 

 

 

As características observadas na análise das proteínas Cqm1 e Aam1 nativas 

apontaram a importância da conformação das moléculas para sua funcionalidade, sendo 

necessário dar continuidade ao estudo em um sistema de expressão de proteínas em células de 

inseto. Linhagens de células Sf9 foram utilizadas para a expressão das proteínas 

recombinantes Cqm1 e Aam1. Os fragmentos gênicos cqm1-S e M e aam1-S e M, com cerca 

de 1650 pb, foram amplificados, purificados e clonados no vetor plasmidial pGEM®T-easy 

para sua subclonagem no plasmídeo pIZT. As construções plasmidiais cqm1-S/ pIZT/V5-His, 

cqm1-M/ pIZT/V5-His, aam1-S/ pIZT/V5-His e aam1-M/ pIZT/V5-His que codificam 

respectivamente as proteínas recombinantes Cqm1-Sf9-S secretada, Cqm1-Sf9-M de 

membrana, Aam1-Sf9-S secretada e Aam1-Sf9-M de membrana, foram utilizados em ensaios 

de transfecção de células Sf9. 

A expressão das proteínas recombinantes secretadas Cqm1-Sf9-S e Aam1-Sf9-S foi 

detectada no meio de cultura das células Sf9 através de imunodetecção com o anticorpo anti-

Cqm1. A proteína Cqm1-Sf9-S apresentou um peso molecular de 66 kDa, similar aquele 

apresentado pela proteína nativa, pela proteína expressa em E. coli e em lisado de células de 

reticulócito de coelho e a proteína Aam1-Sf9-S apresentou um peso de 73 kDa similar à 

proteína nativa e diferente dàquela expressa em células de reticulócito de coelho, sugerindo 

possível glicosilação (Figura 23A). A imunodetecção de preparações de membranas de 

células Sf9 transfectadas com as construções plasmidiais cqm1-M/ pIZT/V5-His e aam1-M/ 

pIZT/V5-His revelou que as proteínas Cqm1-Sf9-M e Aam1-Sf9-M apresentam pesos 

similares as proteínas secretadas (Figura 23B e C) 
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Figura 23. Imunodetecção das proteínas recombinantes Cqm1-Sf9 e Aam1-Sf9 secretadas (S) e de membrana 
(M) expressas em células de Spodoptera frugiperda (Sf9) com o anticorpo anti-Cqm1.  
Nota: A. Amostras de proteínas de 1 ml de meio de cultura Sf9 precipitado com ácido tricloroacético. B e C. 
Amostras de proteínas (25 µg) de preparações de membranas (M) de células Sf9. O controle negativo é 
representado pela preparação de células Sf9 transfectada com o plasmídeo pIZT/V5-His sem inserto (Sf9). As 
setas indicam as proteínas recombinantes. PM: Peso Molecular em kDa. 
 

 

As proteínas Cqm1-Sf9-S e Aam1-Sf9-S foram submetidas a ensaios de pull-down, 

para avaliar a sua capacidade de interação com a toxina Bin. Estas foram incubadas com a 

proteína BinB recombinante imobilizada em resina utilizada como controle positivo, e com a 

proteína glutationa S-transferase (GST) imobilizada nesta resina como controle negativo. A 

proteína Cqm1-Sf9-S apresentou capacidade de interação específica com a subunidade BinB e 

a proteína Aam1-Sf9-S não apresentou capacidade de ligação a esta proteína (Figura 24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Imunodetecção dos ensaios de pull-down realizados entre as proteínas recombinantes Cqm1-Sf9-S e 
Aam1-Sf9-S e a subunidade BinB-Rec imobilizada em resina de glutationa com o anticorpo anti-Cqm1. 
Nota: O controle positivo é representado pela incubação de extrato-CHAPS (Ext) de Culex quinquefasciatus 
contendo a proteína Cqm1 com a proteína BinB-Rec (BinB) imobilizada na resina e com a glutationa S-
transferase (GST) utilizada como controle negativo. Volumes de 2 ml de meio de cultura Sf9 (Meio) contendo as 
proteínas Cqm1-Sf9-S e Aam1-Sf9-S foram incubados com a proteína BinB-Rec (BinB) imobilizada em resina e 
com a glutationa S-transferase (GST) utilizada como controle negativo. As proteínas ligadas a BinB-Rec foram 
separadas em SDS-PAGE 10%, transferidas para uma membrana de nitrocelulose e imunodetectadas com o 
anticorpo anti-Cqm1. Ext. extrato-CHAPS de C. quinquefasciatus sem incubação. Meio: meio de cultura Sf9 
contendo as respectivas proteínas recombinantes sem incubação. A seta indica ligação específica do receptor 
Cqm1 a proteína BinB-Rec. PM: Peso molecular em kDa. 
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8.2 Determinação do motivo de ligação da subunidade BinB ao receptor Cqm1 

 

 

Neste bloco, motivos envolvidos na ligação da toxina Bin ao receptor Cqm1 de larvas 

de C. quinquefasciatus foram estudados através da mutagênese e avaliação funcional da 

subunidade BinB. As proteínas BinB mutantes foram produzidas, imobilizadas em resina e 

sua capacidade de interação com o receptor Cqm1 presente em extratos protéicos de microvilli 

intestinal de C. quinquefasciatus foi avaliada. 

 

 

8.2.1 Expressão e funcionalidade da proteína BinB recombinante 

 

 

 O gene que codifica a proteína BinB da toxina Bin do B. sphaericus foi amplificado e 

o fragmento obtido, de aproximadamente 1400 pb, foi clonado no vetor de expressão 

pGEX4T3 (Figura 25A). A proteína BinB recombinante expressa em E. coli fusionada a 

Glutationa S-Transferase (BinB-Rec) em sua porção N-terminal apresentou ≅80 kDa (Figura 

25B). Uma vez purificada, a BinB-Rec foi imobilizada em uma resina de glutationa sefarose 

(BinB-GS) e submetida a ensaios de pull-down com extratos-CHAPS de C. quinquefasciatus 

e de Ae. aegypti. As incubações com os extratos de C. quinquefasciatus demonstraram a 

presença de uma banda específica de 66 kDa que interagiu com a BinB imobilizada na resina 

enquanto que na incubação de glutationa sefarose bloqueada com BSA e com a proteína 

glutationa S-transferase (GST) imobilizada, usados como controles negativos, a banda não foi 

detectada (Figura 25C). Nos ensaios realizados com o extrato-CHAPS de Ae. aegypti 

nenhuma banda foi detectada (Figura 25C). A especificidade de ligação do ensaio de pull-

down entre a resina BinB-Rec incubada e o extrato-CHAPS de C. quinquefasciatus 

demonstrou que esta abordagem é adequada para a avaliação de proteínas BinB 

mutagenizadas a fim de caracterizar o sítio de ligação ao receptor. 
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Figura 25. Clonagem, expressão e avaliação de funcionalidade da proteína BinB, subunidade da toxina Bin do 
Bacillus sphaericus.  
Nota: A. Fragmento gênico de 1400 pb amplificado por PCR a partir do gene binB, separado em gel de agarose a 
1,5%. B. Proteínas glutationa S-transferase (GST) e BinB-Rec produzidas em Escherichia coli imobilizadas em 
resina de glutationa sefarose, separadas em SDS-PAGE a 10%. C. Ensaios de pull-down entre extratos-CHAPS 
de Culex quinquefasciatus ou de Aedes aegypti para avaliar a interação com a proteína BinB-Rec. Os extratos-
CHAPS foram incubados com as proteínas BSA, GST e BinB-Rec (BinB) imobilizadas em resina de glutationa. 
As proteínas do extrato-CHAPS ligadas à resina foram separadas em SDS-PAGE 10%, transferidas para uma 
membrana de nitrocelulose e imunodetectadas com anti-Cqm1. Ext: Extrato-CHAPS nativo; A seta indica a 
banda que corresponde à ligação específica do receptor Cqm1 a proteína BinB-Rec. PM: Peso molecular em 
pares de bases (pb) em A e em kDa em B e C. 
 

 

8.2.2 Funcionalidade de proteínas BinB recombinantes mutagenizadas truncadas 

 

 

 O mapeamento de motivos envolvidos na ligação ao receptor Cqm1 na subunidade 

BinB se deu em três etapas de mutagênese sítio dirigida. A análise comparativa das 

sequências de aminoácidos das subunidades BinB e BinA, alinhadas através do programa 

Bioedit, revelou alguns trechos conservados na porção N- e C-terminal das proteínas e alguns 

segmentos na proteína BinB que estão ausentes na BinA (Figura 26). Na primeira etapa, que 

visou à remoção de amplos trechos de aminoácidos tanto na porção N-terminal como na C-

terminal da subunidade BinB, foram obtidas seis proteínas mutantes de diferentes tamanhos 

fusionadas a GST: BinBMutStop1 (35 kDa), BinBMutBamHI 1 (68 kDa), BinBMutStop2 (44 

kDa), BinBMutBamHI 2 (59 kDa), BinBMutBamHI 3 (44k Da) e BinBMutBamHI 1Mod 

(50kDa) (Figuras 27 e 28).  

 

 

 

 



Base molecular da interação da toxina Bin do Bacillus sphaericus                                   Romão, T.P. 
 

 

89 

 
 
BinASeqProtein  1   ---------------MRNLDFIDSFIPTEGKYIR---VMDFYNSEYPFCIHAPSAPNGDIMTEICSRENN 52   
BinBSeqProtein  1   MCDSKDNSGVSEKCGKKFTNYPLNTTPTSLNYNLPEISKKFYNLKNKYSRNGYGLSKTEFPSSIENCPSN 70   
                               ▼ 
BinASeqProtein  53  QYFIFFPT-----------DDGRVIIANRHNGSVFTGEAT-------SVVSDIYTGSPLQFFREFKR--- 101  
BinBSeqProtein  71  EYSIMYDNKDPRFLIRFLLDDGRYIIADRDDGEVFDEAPTYLDNNNHPIISRHYTGEERQKFEQVGSGDY 140  
                                      ▼ 
BinASeqProtein  101 ---TMSTYYLAIQNPESATDVRALEPNSHELPSRLYFTNN--IENNSNILISNKEQIYLTLPSLPENEQY 166  
BinBSeqProtein  141 ITGEQFFQFYTQNKTRVLSNCRALDSRTILLSTAKIFPIYPPASETQLTAFVNSSFYAAAIPQLPQTSLL 210  
 
BinASeqProtein  167 PKTPVLSGIDDIG--PNQSEKSIIGSTLIPCIMVSD-FISLGERMKTTPYYYVKHTQYWQSMWSALFPPG 233  
BinBSeqProtein  211 ENIPEPTSLDDSGVLPKDAVRAVKGSALLPCIIVHDPNLNNSDKMKFNTYYLLEYKEYWHQLWSQIIPAH 280  
                              ▼ ▼ 
BinASeqProtein  234 SKETKTEKSGITDTSQISMTDGINVSIGADFGLKFGNKTFGIKGGFTYDTKTQITNTSQLLIETTYTREY 303  
BinBSeqProtein  281 QTVKIQERTGISEVVQNSMIEDLNMYIGADFGMYFYLRSSGFKEQITRGLNRPLSQTTTQLGERVEEMEY 350  
 
BinASeqProtein  304 TNTENFPVRYTGYVLASEFTLHRSDGTQVNTIPWVALNDNYTTIARYP---------------------- 351  
BinBSeqProtein  351 YNSNDLDVRYVKYALAREFTLKRVNGEIVKN--WVAVDYRMAGIQSYPNAPITNPLTLTKHTIIRCENSY 418  
 
BinASeqProtein  351 ---HFASEPLLGNTKIITDDQN-------- 370  
BinBSeqProtein  419 DGHIFKTPLIFKNGEVIVKTNEELIPKINQ 448  
 

 

Figura 26. Alinhamento das sequências de aminoácidos das subunidades BinA e BinB da toxina Bin do Bacillus 
sphaericus.  
Nota: Triângulos azuis indicam os locais de inserção de códons de parada prematuros ou sítio de restrição para a 
endonuclease BamH I. As caixas vermelhas marcam as trincas de aminoácidos selecionadas para serem 
substituídas por alaninas. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Representação esquemática das proteínas mutantes da subunidade BinB do Bacillus sphaericus 
geradas por mutagênese sítio dirigida.  
Nota: A. Proteínas BinB mutantes truncadas com diferentes deleções da porção N e C-terminal. B. Proteínas 
BinB mutantes com diferentes substituições de trincas de aminoácidos por alaninas. 
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Figura 28. Proteínas BinB mutantes truncadas separadas em SDS-PAGE a 10% e coradas com azul de comassie, 
indicadas pelas setas. 
 

Os fragmentos mutantes purificados e imobilizados em resina de glutationa sefarose 

foram submetidos a ensaios de ligação tipo pull-down com extratos-CHAPS de C. 

quinquefasciatus. A ligação específica ao receptor Cqm1 presente no extrato foi detectada 

apenas na incubação com a proteína mutante BinBMutStop2, indicando que os primeiros 158 

aminoácidos da porção N-terminal da proteína seriam suficientes para a ligação com o 

receptor Cqm1 (Figura 29A). A proteína BinBMutStop1 cuja sequência protéica é composta 

pelos primeiros 82 aminoácidos N-terminais, não apresentou capacidade de interação (Figura 

29A). Este resultado demonstra que a região compreendida entre os aminoácidos R82 e S159 

possui elementos importantes para a interação com o receptor Cqm1. A total perda de 

funcionalidade foi observada nas proteínas BinB mutantes que tiveram sua porção N-terminal 

deletada (BinBMutBamHI 1, 2 e 3) (Figura 29A, B e C). Estes dados ressaltam que região N-

terminal da proteína BinB pode ser importante para a ligação ao receptor Cqm1. 

A construção plasmidial que codifica a proteína mutante BinBMutBamHI 1 foi 

modificada, gerando um fragmento protéico menor que possui deleções de 82 aminoácidos N-

terminais e de 157 aminoácidos C-terminais. Apenas a região central da proteína (R82 a 

E293) foi conservada, a fim de verificar se este fragmento, denominado BinBMutBamHI 

1Mod, poderia demonstrar capacidade de interação ao receptor Cqm1. Os ensaios de pull-

down mostraram que esta proteína não é funcional (Figura 29C), e reforçam que a região que 

vai da M1 até a R82 apesar de não apresentar capacidade de ligação ao receptor Cqm1, pode 

conter elementos que são requeridos para a funcionalidade da subunidade BinB. Neste bloco 

de ensaios a especificidade da ligação foi comprovada através de incubações controle com a 
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proteína GST imobilizada sobre a resina (GST-GS) e com a resina de glutationa bloqueada 

com BSA (BSA-GS) (dados não apresentados). É importante observar que nos ensaios de 

pull-down foi detectada uma banda inespecífica, com tamanho discretamente inferior a banda 

do receptor Cqm1 nativo de 66 kDa, cuja presença foi avaliada com cuidado para não 

interferir na detecção da banda específica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Ensaios de pull-down entre as proteínas mutantes BinB truncadas imobilizadas em resina e extratos-
CHAPS de Culex quinquefasciatus, para avaliar sua capacidade de interação com o receptor Cqm1.  
Nota: (A) Ensaio de pull-down realizado com as proteínas mutantes MutStop 1, MutStop 2 e MutBamHI 3. (B) 
Ensaio de pull-down com a proteína MutBamHI 1. (C) Ensaio de pull-down com as proteínas MutBamHI 2 e 
MutBamHI 1 Mod. O controle positivo dos ensaios é representado pela incubação entre extratos de Culex 
quinquefasciatus e a proteína BinB-Rec imobilizada na resina. Os ensaios foram realizados na presença (+) e na 
ausência (-) de extrato-CHAPS. As proteínas do extrato ligadas à resina foram separadas em SDS-PAGE 8%, 
transferidas para uma membrana de nitrocelulose e submetidas à imunodetecção com o anticorpo anti-Cqm1. A 
seta indica a ligação específica do receptor Cqm1 à subunidade BinB testada. PM: Peso molecular em kDa. 
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8.2.3 Funcionalidade de proteínas BinB mutagenizadas em trincas de aminoácidos 

 

 

Numa terceira etapa, foram obtidas proteínas BinB mutantes em blocos de 3 

aminoácidos em diferentes posições da sequência da proteína BinB-Rec substituídos por 

alaninas. Os seis blocos de aminoácidos para mutagênese (32YNL34, 38SKK40, 147FQF149, 
207TSL209, 231RAV233 e 387YRM389) foram selecionados de acordo com dados de literatura e 

hidrofilicidade das regiões obtidas pelo programa Protean do DNAStar. A análise da 

expressão das toxinas BinB mutantes não apresentaram divergências em perfil de expressão e 

tamanho molecular, todas migraram com o peso molecular discretamente inferior a 80 kDa, 

com a cauda GST (Figura 30).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Os ensaios de pull-down das proteínas mutantes revelaram que a substituição de 

blocos de aminoácidos que provocou interferência na capacidade de ligação da BinB foi 
147FQF149 que está localizado na região que vai da R82 até a S159 (Figura 31A) mapeada 

anteriormente. A proteína BinBMutFQF perdeu a capacidade de interação com o receptor 

Cqm1, ao contrário das demais que mantiveram a funcionalidade (Figura 31A, B, C e D). À 

exemplo dos ensaios anteriores, foi detectada uma banda inespecífica discretamente inferior a 

banda do receptor Cqm1 nativo de 66 kDa, no entanto a presença desta não interferiu na 

avaliação dos ensaios.  
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Figura 31. Ensaios de pull-down entre as proteínas BinB mutantes em trincas de aminoácidos imobilizadas em 
resina e extrato-CHAPS de Culex quinquefasciatus com o receptor Cqm1.  
Nota: Ensaios de pull-down com as proteínas mutantes MutSKK e MutFQF (A), MutRAV (B), MutYRM e 
MutYNL (C), MutTSL (D). O controle positivo do ensaio é representado pela incubação entre extratos de C. 
quinquefasciatus e a proteína BinB-Rec imobilizada na resina. O controle negativo é representado pela mesma 
incubação com BSA e GST em resina. Os ensaios de pull-down foram realizados na presença (+) e ausência (-) 
de extrato-CHAPS de Culex. As proteínas do extrato ligadas à resina foram separadas em SDS-PAGE 8%, 
transferidas para uma membrana de nitrocelulose e imunodetectadas com anti-Cqm1. Ext. Extrato-CHAPS 
nativo A seta indica a banda que corresponde à ligação específica do receptor Cqm1 à subunidade BinB testada. 
PM: Peso molecular em kDa. 
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 A capacidade de ligação da subunidade BinB recombinante e de suas mutantes, com 

preparações ricas em microvilli intestinal (BBMF) de C. quinquefasciatus, também foi 

avaliada através de ensaios de competição. A toxina Bin marcada (Bin-I125) foi incubada com 

amostras de BBMF na ausência do competidor, sendo a sua capacidade de ligação total 

tomada como referência. As subunidades BinB mutantes mostraram uma capacidade de 

competição pelos sítios de ligação na BBMF similar à toxina Bin e à subunidade BinB-Rec 

íntegra, enquanto que, a mutante BinBMutFQF mostrou uma capacidade de competição 

considerada baixa, em relação às proteínas controle (Bin, BinB) e às demais subunidades 

BinB mutantes (Figura 32). 
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Figura 32. Ensaio de competição entre a toxina Bin do Bacillus sphaericus (10 nM) radiomarcada (Bin-I125) e 
preparações de microvilli intestinal (25 µg) de larvas de Culex quinquefasciatus, na ausência ou na presença de 
um excesso (1 µM) de competidores não marcados: toxina Bin, subunidade BinB-GST, subunidades BinB 
contendo mutações (MutFQF, MutSKK MutRAV MutYRM MutYNL, MutTSL).  
Nota: Após a incubação, as amostras foram centrifugadas e os sedimentos submetidos à leitura em contador de 
cintilação. 
 

 

Os ensaios de competição foram realizados entre a toxina Bin-I125 e BBMF na 

presença de concentrações crescentes (0 a 3 µM ) de proteína BinBMutFQF não marcada. Na 

ausência do competidor a Bin-I125 apresentou capacidade total de ligação à BBMF e esta 

toxina foi gradualmente deslocada na presença de concentrações crescentes dos competidores 

Bin e da subunidade BinB-Rec enquanto que a proteína BinBMutFQF não mostrou 

capacidade de competição (Figura 33). Os dados de avaliação funcional das proteínas BinB 

mutantes confirmam que os aminoácidos F147, Q148 e F149 são essenciais para a ligação da 
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toxina Bin ao receptor Cqm1 de C. quinquefasciatus, visto que a capacidade de competição 

desta mutante foi substancialmente menor do que as proteínas controle.  
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Figura 33. Curva de competição entre a toxina Bin do Bacillus sphaericus (10 nM) radiomarcada (Bin-I125) e 
preparações de microvilli intestinal (25 µg) de larvas de Culex quinquefasciatus, na presença de concentrações 
crescentes (0-3.000 nM) dos seguintes competidores não marcados: toxina Bin, subunidade BinB-Rec, e 
subunidade BinBMutFQF. 
Nota: Após a incubação, as amostras foram centrifugadas e os sedimentos submetidos à leitura em contador de 
cintilação. 
 

 

8.3 Resultados suplementares (Desenvolvimento de PCR dignóstica para os alelos 

cqm1REC e cqm1) 

 

 

 Durante a caracterização da proteína Cqm1 de C. quinquefasciatus como receptor da 

toxina Bin, foi realizada uma etapa de investigação de mutações no gene cqm1 que podem 

conferir resistência à toxina Bin. O estudo foi feito a partir de uma colônia de C. 

quinquefasciatus de laboratório resistente à toxina Bin cujo alelo de resistência cqm1REC foi 

caracterizado, permitindo o desenvolvimento de um método de PCR para o diagnóstico e 

determinação de sua frequência em populações do vetor (CHALEGRE, 2008; ROMÃO et al., 

2006). O princípio da PCR foi amplificar um fragmento de DNA que englobasse a deleção de 

19 nucleotídeos no alelo cqm1REC utilizando um par de primers específicos. Os ensaios 

realizados com DNA extraído de larvas de C. quinquefasciatus susceptíveis (S) e resistentes 

(R) ao Bs em homozigose para os alelos cqm1 e cqm1REC amplificaram dois fragmentos 

distintos de aproximadamente 208 e 189 pb a partir destes alelos, respectivamente (Figura 
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34). A amplificação de ambos os fragmentos foi observada em heterozigotos, obtidos a partir 

do cruzamento de indivíduos susceptíveis e resistentes das colônias estudadas. Não houve 

amplificação de fragmentos nos controles negativos que consistiam de reações de PCR feitas 

com DNA de Ae. aegypti e sem DNA. Os fragmentos amplificados tinham os tamanhos 

esperados e o sequenciamento dos fragmentos clonados confirmou sua identidade como 

produtos de PCR do gene cqm1. A técnica foi utilizada na análise da frequência do alelo 

cqm1REC em populações de C. quinquefasciatus de áreas não tratadas e tratadas com o 

biolarvicida B. sphaericus, a fim de avaliar o risco de seleção de resistência deste alelo. Os 

resultados completos deste estudo estão descritos em Chalegre et al. (2009) publicado como 

parte dos resultados obtidos no âmbito desta tese (Apêndice 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Separação eletroforética dos fragmentos amplificados por PCR a partir do gene cqm1 de Culex 
quinquefasciatus, em gel de agarose a 1,5%.  
Nota: Fragmentos de 208 e 189 pb foram amplificados a partir do alelo cqm1 e cqm1REC em larvas susceptíveis 
(S) e resistentes (R) ao Bacillus sphaericus, respectivamente. S: Indivíduos susceptíveis homozigotos; R: 
resistentes homozigotos; H: heterozigotos com ambos os fragmentos. O controle negativo da reação foram 
amostras sem DNA molde (-) e com outro DNA molde não específico de Aedes aegypti (-). O gel foi visualizado 
em um transiluminador de luz ultravioleta. PM: Peso molecular em pares de bases (pb). 
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9 DISCUSSÃO 

 

 

No âmbito dos trabalhos que objetivam elucidar o modo de ação das proteínas 

inseticidas de bactérias entomopatógenas, o mapeamento de motivos de ligação envolvidos na 

interação toxina-receptor é um aspecto importante, não apenas para caracterizar a base 

molecular de mecanismos de resistência, mas também para desenvolver estratégias para o 

aperfeiçoamento das toxinas contra os insetos susceptíveis. A maioria dos trabalhos voltados 

para a base molecular da interação toxina-receptor referem-se aos domínios de ligação das 

toxinas Cry do B. thuringiensis e de seus receptores em insetos lepidópteros e dípteros 

(BRAVO; GILL; SÓBERON, 2007; CHEN et al., 2009; FERNANDEZ-LUNA et al., 2010; 

GRIKO et al., 2007; HUA et al., 2008). Fazem-se necessários trabalhos semelhantes sobre a 

base molecular da interação da toxina Bin do B. sphaericus a seus receptores específicos em 

espécies de culicídeos. A avaliação dos fatores que influenciam a ligação específica do 

receptor Cqm1 em larvas de C. quinquefasciatus à subunidade BinB da toxina Bin, assim 

como a identificação do motivo de ligação ao receptor na subunidade BinB, foram os 

principais questionamentos investigados neste estudo. 

Como um primeiro passo para caracterizar o motivo de ligação à toxina Bin do B. 

sphaericus na α-glicosidase Cqm1 de C. quinquefasciatus identificada como seu receptor, 

foram avaliadas sequências protéicas ortólogas e parálogas à Cqm1 em Ae. aegypti e An. 

gambiae. Estas revelaram múltiplos trechos conservados na porção N-terminal e alguns 

trechos e resíduos mais divergentes na porção C-terminal, corroborando com os dados de 

ROMÃO et al. (2006) que sugeriram que o sítio de ligação à toxina Bin está possivelmente 

localizado numa região de 45 kDa N-terminal no receptor Cqm1 que vai da Q32 até a L320. 

Baseado em evidências que demonstram que proteínas ortólogas, com alta identidade e 

similaridade de sequências de aminoácidos, poderiam conter o sítio de ligação à toxina Bin 

em Culex e Anopheles e que este sítio potencialmente esteja ausente em sequências parálogas, 

com menor identidade e similaridade, as regiões de 45 kDa N-terminais destas proteínas 

foram avaliadas em relação a sua funcionalidade. Esta análise demonstrou que todas as 

proteínas testadas se ligaram especificamente à toxina Bin e sugere que o motivo de ligação 

estaria conservado na região N-terminal das proteínas ortólogas e parálogas analisadas, 

inclusive naquelas que possuem uma identidade inferior a 40% em relação à Cqm1. Porém 

diante do achado com a proteína Rec-45 kDa de Ae. aegypti que demonstrou capacidade de 

ligação à toxina Bin, o qual difere do perfil de ligação da proteína Aam1 nativa que não 
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possui funcionalidade, os resultados foram inconclusivos e indicam outros fatores, além da 

presença do motivo de ligação nas proteínas, que seriam necessários para determinar a 

capacidade de ligação específica com a subunidade BinB, como por exemplo, modificações 

conformacionais destas proteínas. De fato é possível que outras regiões da molécula possam 

também determinar o status de funcionalidade da proteína Cqm1. Darboux et al. (2007) 

demonstraram que a resistência de uma população de C. pipiens pode ser conferida pelo alelo 

cpm1BP-del, o qual codifica uma proteína mutante Cpm1BP-del, desprovida de 66 aminoácidos 

da V393 até a Q458, localizada além da região 45 kDa N-terminal avaliada neste estudo. A 

proteína Cpm1BP-del não possui capacidade de interação com a toxina Bin, demonstrando que 

esta região pode estar envolvida, seja por conter o sítio de ligação propriamente dito, 

discordando dos achados deste estudo em relação à região de 45 kDa, seja por conter um 

epitopo conformacional, o que poderia ser uma informação complementar aos dados obtidos. 

Dentre as proteínas de culicídeos avaliadas, foi realizado um estudo mais detalhado da 

Aam1 de Ae. aegypti o qual demonstrou que esta molécula é uma α-glicosidase de ≅73 kDa 

expressa no microvilli intestinal de larvas (FERREIRA et al., 2010). A análise da expressão 

demonstrou que a Aam1 está presente em quantidades equivalentes à sua proteína ortóloga 

Cqm1 em preparações de microvilli intestinal de larvas, no entanto, não é capaz de ligar-se à 

toxina Bin, o que determina o status de refratariedade das larvas de Ae. aegypti (FERREIRA 

et al., 2010). Ao contrário da proteína Aam1 nativa, o respectivo fragmento recombinante de 

45 kDa da proteína apresentou capacidade de interação com a toxina Bin, sugerindo que a 

refratariedade em Ae. aegypti poderia ser determinada por outros fatores que impedem a sua 

interação com a subunidade BinB. Devido a estas peculiaridades, a proteína ortóloga Aam1 de 

Ae. aegypti foi utilizada neste estudo para fins comparativos com o receptor Cqm1 a fim de 

trazer informações importantes sobre fatores que influenciam a ligação específica toxina Bin-

receptor.  

Os resultados obtidos a partir do sistema de expressão em E. coli não foram 

suficientemente elucidativos para analisar a capacidade funcional desta classe de proteínas, 

cujo dobramento adequado pode desempenhar um papel determinante na ligação específica 

com a toxina Bin. Todavia, vários estudos de caracterização dos sítios de ligação de 

receptores de lepidópteros e de dípteros às toxinas Cry do B. thuringiensis utilizam em suas 

análises proteínas recombinantes expressas em E. coli cuja ausência de dobramento não foi 

limitante para a avaliação de sua funcionalidade (CHEN et al., 2009; FERNANDEZ et al, 

2009; GRIKO et al., 2007). Sabe-se que um sistema de expressão procarioto não insere todas 

as modificações pós-traducionais, possivelmente requeridas para a funcionalidade de uma 
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proteína eucariótica, por esta razão foi feita uma avaliação em um sistema de expressão de 

lisado de células de reticulócito de coelho para a expressão da proteína Cqm1 e da sua 

ortóloga Aam1. Este sistema de expressão, para transcrever e traduzir in vitro proteínas 

eucarióticas marcadas radioativamente com 35S e analisar a sua funcionalidade em ensaios de 

pull-down, foi utilizado com êxito em outros modelos de estudo (DHALIA et al., 2005). 

Apesar de apresentar vantagens em relação ao sistema procarioto, capacidade de inserir 

algumas modificações pós-traducionais a mais, a proteína Cqm1-35S, sabidamente funcional, 

não apresentou capacidade de ligação à toxina Bin. Os atributos presentes no sistema em 

termos de processamento pós-traducional são a acetilação, isoprenilação e alguma atividade 

de fosforilação (WALTER; BLOBEL, 1983). Proteínas secretadas e de membrana geralmente 

contém um peptídeo sinal N-terminal que é reconhecido por uma proteína específica que a 

conduz para o tráfego celular adequado em células eucarióticas e em bactérias (JANDA et al., 

2010). A glicosilação é a mais abundante modificação pós-traducional de proteínas 

eucarióticas possuindo ampla variedade de funções como exemplo fornecer epitopos de 

reconhecimento adicionais nos receptores (LIS; SHARON, 1998). As proteínas que possuem 

o peptídeo sinal são expostas à maquinaria de N-glicosilação e segundo Darboux et al. (2001), 

a proteína Cpm1, caracterizada como receptor da toxina Bin em C. pipiens, possui em sua 

sequência três possíveis sítios de glicosilação. A análise preditiva de sítios de glicosilação na 

sequência protéica de Cqm1 é similar à Cpm1 e revelou dois possíveis sítios similares à 

Aam1, mas apenas a localização de um deles (310NRT312) foi peculiar em Ae. aegypti 

(FERREIRA et al., 2010). 

Em vista dos achados nos dois sistemas de expressão utilizados foi feita uma análise 

das proteínas nativas Cqm1 e Aam1 nativas, incluindo uma avaliação do padrão de 

glicosilação. A análise do padrão de migração eletroforética das proteínas Cqm1 e Aam1, sob 

condições desnaturantes e nativas sugeriram diferenças conformacionais entre elas. A proteína 

Cqm1 apresentou um peso molecular de 66 kDa em extratos protéicos de C. quinquefasciatus, 

similar ao peso molecular observado nas proteínas recombinantes expressas em E. coli e em 

reticulócito de coelho. A proteína Aam1 apresentou um peso de 73 kDa em extratos de Aedes 

ligeiramente diferente do peso da recombinante expressa em células de reticulócito de coelho. 

Por outro lado, a migração das proteínas em condições semi-desnaturantes revelou que Cqm1 

e Aam1 migram com tamanhos diferentes superiores a 80 kDa (ROMÃO et al., 2006; 

FERREIRA et al., 2010). Este padrão de migração sugere diferenças estruturais e 

conformacionais nestas moléculas que podem ter um papel para a sua capacidade de interação 

específica à toxina Bin. No caso da proteína Cqm1, a diferença de peso detectada sugere duas 
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situações a serem analisadas: a importância da conformação assumida pela proteína nativa 

para a sua função como receptor da toxina Bin; a presença de uma molécula acessória (co-

fator) que seria necessária para a interação do receptor Cqm1 com a toxina Bin. Em relação a 

este aspecto, dados prévios de nossa equipe (FERREIRA et al., 2010) demonstraram que o 

receptor Cqm1 perde sua capacidade de ligação à toxina Bin ao ser desnaturado, e esta 

característica distingue este receptor da maioria dos receptores já descritos para toxinas Cry, 

os quais mantêm sua funcionalidade sob condição nativa ou desnaturada (CHEN et al., 2009; 

FERNANDEZ et al., 2006; FERNANDEZ-LUNA et al., 2010; HUA et al., 2008; JURAT-

FUENTES et al., 2004; KNIGHT; CRICKMORE; ELLAR, 1994; VADLAMUDI et al., 

1995; VALAITIS et al., 2001; YAOI et al., 1999). Segundo Nagmatsu et al. (1998) a 

conformação nativa da caderina BtR175 do lepidóptero Bombyx mori que atua como receptor 

da toxina Cry1Aa é essencial para a ligação com a toxina, pois uma vez desnaturada, a 

caderina perdeu sua funcionalidade. Por outro lado, os epitopos de ligação da aminopeptidase 

N de Manduca sexta são expostos para interação com a toxina Cry1A quando o receptor é 

desnaturado (DANIEL et al., 2002). A perda de funcionalidade sob condições desnaturantes é 

consistente com os dois aspectos anteriormente levantados que, ou o dobramento, ou uma 

proteína acessória presente nas condições nativas, seriam indispensáveis para a ligação do 

receptor Cqm1 à toxina Bin. 

Um outro aspecto avaliado, o padrão de glicosilação também mostrou diferenças entre 

as proteínas Cqm1 e Aam1. N-glicanos como N-acetilgalactosamina (GalNac) presentes em 

aminopeptidases e fosfatases alcalinas que atuam como receptores em espécies de 

lepidópteros, são o epitopo de ligação de algumas toxinas Cry (DENOLF et al., 1997; 

JURAT-FUENTES et al., 2004; KNOWLES; KNIGHT; ELLAR, 1991; PARDO-LOPEZ et 

al., 2006). Alguns casos de resistência de insetos e nemátodos às toxinas Cry foram 

relacionados a alterações no padrão de glicosilação de proteínas do microvilli envolvidas na 

ligação com as toxinas (GRIFFITTS et al., 2003, 2005; JURAT-FUENTES et al., 2004). As 

glicosilações protéicas de Cqm1 e de Aam1 foram investigadas através do tratamento de 

extratos protéicos de C. quinquefasciatus e de Ae. aegypti com endoglicosidases específicas. 

Os resultados revelaram que não há remoção de carboidratos da proteína nativa Cqm1 ou a 

possível remoção não causou diferenças de peso molecular. Em contraste, o tratamento da 

proteína Aam1 indicou a remoção de carboidratos de sua cadeia polipeptídica. Há evidências 

de que a eliminação de todas ou de algumas glicosilações podem ou não ter efeito no 

dobramento protéico, o que implica que alguns sítios de glicosilação são mais cruciais do que 

outros (MITRA; SHARON; SUROLIA, 2003; PARODI, 2000). Neste estudo foi 
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demonstrado que a proteína Aam1 é glicosilada ao contrário da Cqm1, apesar dos dois sítios 

de N-glicosilações preditos em sua sequência protéica. A remoção dos carboidratos de Aam1 

não alterou sua propriedade de interação à toxina Bin sugerindo que a glicosilação diferencial 

detectada nesta molécula não afetaria o reconhecimento do potencial sítio de ligação pela 

toxina Bin. Entretanto, é possível afirmar que o dobramento protéico original da molécula 

Aam1, o qual pode prevenir o acesso ao epitopo de ligação à toxina Bin, talvez seja mantido 

mesmo após o tratamento com a endoglicosidase (SHENTAL-BECHOR; LEVY, 2008), e 

poderia explicar ausência de ligação da Aam1 mesmo sob a sua forma deglicosilada. As 

glicosilações de algumas proteínas intestinais de insetos podem determinar a susceptibilidade 

às toxinas Cry, as quais são cruciais para a sua ligação específica ou há casos em que a 

ligação de certos receptores às toxinas Cry não depedem destes N-glicanos (JURAT-

FUENTES et al., 2004; PERERA et al., 2009). Os resultados obtidos sugerem fortemente que 

N-glicanos não estão envolvidos na ligação do receptor Cqm1 à toxina Bin em larvas de C. 

quinquefasciatus e as glicosilações em Aam1 precisam ser melhor investigadas para 

determinar sua influência no acesso da toxina Bin ao possível epitopo de ligação presente 

nesta molécula. 

Diante dos achados obtidos nos sistemas de expressão de proteínas recombinantes 

utilizados e das características das proteínas Cqm1 e Aam1 nativas, foi possível concluir que a 

continuidade do estudo deveria ser feita em sistema de expressão em linhagem de células de 

inseto. Estudos prévios demonstraram que proteínas recombinantes de dípteros obtidas em 

sistema de expressão em linhagens de células do lepidóptero Spodoptera frugiperda (Sf9) 

foram funcionais (DARBOUX et al., 2002, 2007; OPOTA et al., 2008). Quatro contruções 

plasmidiais permitiram a expressão das proteínas Cqm1 e Aam1 recombinantes em linhagens 

de células Sf9 sob a forma secretada (Cqm1-Sf9-S e Aam1-Sf9-S), cuja sequência protéica 

não possui 19 aminoácidos hidrofóbicos finais responsáveis pela ancoragem via GPI na 

membrana celular, e sob formas de membrana (Cqm1-Sf9-M e Aam1-Sf9-M) as quais 

mantiveram suas características que conferem à ancoragem na membrana celular. A proteína 

recombinante Cqm1-Sf9-S apresentou capacidade de interação com a subunidade BinB, e 

demonstrou que este sistema de expressão é adequado para os estudos de caracterização do 

motivo de ligação à toxina Bin nesta molécula. Diante deste achado, podemos dizer que o 

dobramento da proteína Cqm1 é fundamental para sua funcionalidade como receptor da 

toxina Bin, pois uma vez produzida em sistema de lisado de células de reticulócito que não 

possui todos os aparatos celulares responsáveis pelo dobramento adequado e secreção de 

proteínas além de atributos em nível de modificações pós-traducionais, esta molécula perdeu 
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sua capacidade funcional. A proteína Aam1-Sf9-S foi produzida com 73 kDa, sob a forma 

glicosilada e não interagiu com a toxina Bin, demonstrando características similares à proteína 

nativa (FERREIRA et al., 2010). A mutagenização das proteínas Cqm1-Sf9-S e Aam1-Sf9-S 

como modelo de estudo é o próximo passo para a caracterização do motivo de ligação à 

toxina Bin. No caso da proteína Cqm1, a mutagênese terá como alvos potenciais regiões na 

proteína indicadas neste e em outros estudos (DARBOUX et al., 2007) que seriam epitopos de 

ligação ou conformacionais envolvidos na interação com a toxina Bin. A modificação dos 

sítios de glicosilação na molécula Aam1 através de estratégias de mutagênese que visem 

prevenir a inserção de N-glicanos, também será avaliada a fim de trazer informações sobre a 

influência deste aspecto na sua capacidade de interação à toxina Bin. 

Outro aspecto do modo de ação do B. sphaericus realizado neste estudo foi a 

caracterização de motivos envolvidos na ligação da subunidade BinB com o receptor Cqm1. 

Dados prévios demonstraram que a porção N-terminal da subunidade BinB é responsável pela 

ligação específica ao receptor intestinal em larvas susceptíveis enquanto que a porção C-

terminal está envolvida na interação com a região N-terminal da subunidade BinA (OEI; 

HINDLEY; BERRY, 1990). Algumas pesquisas inferiram funções a determinados resíduos de 

aminoácidos ou domínios protéicos nos componentes BinA e BinB, através da técnica de 

mutagênese sítio dirigida (CLARK; BAUMANN, 1990; BOONYOS et al., 2010; 

ELANGOVAN et al., 2000; LIMPANAWAT; PROMDONKOY; BOONSERM, 2009; 

PROMDONKOY et al., 2008; SANITT; PROMDONKOY; BOONSERM, 2008; 

SINGKHAMANAN et al., 2009; YUAN et al., 2001). Nosso modelo de estudo se baseou na 

comparação da capacidade de ligação específica da subunidade BinB recombinante e 

proteínas BinB mutantes derivadas, com o receptor Cqm1 em extratos protéicos de C. 

quinquefasciatus.  

A primeira etapa de mutagênese sítio dirigida visou à remoção de amplos trechos de 

aminoácidos tanto na porção N-terminal como na C-terminal da proteína BinB e seis proteínas 

truncadas mutantes fusionados a GST foram obtidas. Dentre os fragmentos mutantes testados, 

apenas a proteína BinBMutStop2 apresentou capacidade de ligação específica ao receptor 

Cqm1, indicando que a região que vai da M1 até a S159, é suficiente para a ligação ao 

receptor Cqm1. Entretanto, a ausência de ligação da proteína BinBMutStop 1, composta pelos 

aminoácidos M1 a R82, ao receptor Cqm1, evidencia que os elementos de ligação ao receptor 

estariam presentes na região que vai da R82 até S159. Estudos de predição da estrutura 

secundária da subunidade BinB mostraram que os aminoácidos 1-34 são potenciais regiões 

formadoras de loop seguida por uma estrutura em α-hélice formada pelos 45 aminoácidos 
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subsequentes (ELANGOVAN et al., 2000). Estudos prévios mostraram que a deleção dos 

primeiros 32 aminoácidos da região N-terminal da subunidade BinB da toxina Bin do B. 

sphaericus 2362 não afetam a sua atividade, já a deleção de 41 aminoácidos N-terminais 

aboliu sua atividade biológica (CLARK; BAUMANN, 1990). A localização de potenciais 

sítios de clivagem enzimática na subunidade BinB importantes para a sua ativação, possibilita 

a deleção de 21 aminoácidos N-terminais e 53 aminoácidos C-terminais na toxina (CLARK; 

BAUMANN, 1990). De fato, a desestruturação direta desta estrutura de loop ou de α-hélice 

pode afetar diretamente a capacidade de ligação ao receptor Cqm1, resultado evidenciado a 

partir dos ensaios realizados com a proteína MutBinBBamHI 1. Esta proteína mutante cujos 

primeiros 82 aminoácidos foram deletados não apresentou capacidade de interação com o 

receptor Cqm1, mesmo contendo em sua sequência a região R82 a S159 caracterizada por 

conter elementos importantes para a ligação da subunidade BinB ao receptor Cqm1. Estes 

dados sugerem que a presença da região R82 a S159 não é suficiente para determinar sua 

capacidade de interação com receptor Cqm1. Pode-se sugerir que a região de α-hélice entre os 

aminoácidos N33 até a R82 possibilita um dobramento adequado da toxina para a exposição 

do motivo de ligação ao receptor Cqm1, sendo fundamental no modo de ação da subunidade 

BinB. A exposição da região R82 a E293 em uma nova proteína mutante modificada a partir 

da proteína BinBMutBamHI 1, na proteína BinBMutBamHI 1Mod de 50 kDa, que possui 

deleções tanto na sua porção N-terminal como na sua porção C-terminal, não se mostrou 

efetiva quanto a sua capacidade de ligação à Cqm1. Os dados reforçam a idéia que a presença 

da região R82 a S159, que contém elementos de ligação ao receptor, não é suficiente para que 

a proteína BinB interaja à Cqm1 e sugere que outros elementos fornecidos pela α-hélice N-

terminal que vai da N33 até a R82 na subunidade BinB são requeridos para ligação ao 

receptor. 

Dentre várias estratégias que visam aumentar a atividade inseticida das toxinas Cry do 

B. thuringiensis, a deleção de pequenas regiões da toxina se mostrou particularmente efetiva 

(PARDO-LOPEZ et al., 2009). De acordo com o modelo de ação das toxinas Cry1A, a 

ligação ao receptor caderina possibilita uma clivagem de uma α-hélice na porção N-terminal 

da proteína que é importante para promover a oligomerização das toxinas e formação de uma 

estrutura pré-poro, necessária para a toxicidade (GÓMEZ et al., 2002). Vários eventos de 

resistência de lepidópteros às toxinas Cry são ocasionados por mutações nesta caderina, que 

impede a ligação da toxina a este receptor e consequente clivagem da α-hélice citada. Dentre 

as estratégias de melhoramento da toxina Cry1A, foi obtida uma mutante com a região N-

terminal desprovida da α-hélice 1 (Cry1AMod) que é capaz de formar oligômeros na ausência 
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da caderina (MUÑÓZ-GARAY et al., 2009). A Cry1AMod tem atividade inseticida similar à 

toxina selvagem e a modificação inserida permitiu que a mesma tivesse habilidade formadora 

de poro em insetos resistentes, superando problemas de resistência relacionados à falha de 

ligação com a caderina. Na protoxina Cry2A, a proteólise de um fragmento de 42 resíduos N-

terminais, que precede à α-hélice 1, expõe uma região antes oclusa da toxina que corresponde 

à região de ligação ao receptor em lepidópteros, e esta toxina modificada apresenta um 

aumento de sua atividade tóxica em até seis vezes (MORSE; YAMAMOTO; STROUD, 

2001). No presente estudo, os dados obtidos trazem uma informação importante para futuras 

abordagens de melhoramento da atividade tóxica da toxina Bin do B. sphaericus, pois ao 

contrário do que acontece com as toxinas Cry, a deleção na região N-terminal da subunidade 

BinB da toxina Bin é capaz de abolir sua capacidade de ligação ao receptor Cqm1.  

Para determinar o epitopo de ligação ao receptor Cqm1 na proteína BinB, foram 

obtidas seis proteínas mutantes com substituições de blocos de 3 aminoácidos, baseado em 

dados da literatura como áreas críticas (CLARK; BAUMANN, 1990; ELANGOVAN et al., 

2000; SINGKHAMANAN et al., 2009) e em análise de hidrofilicidade das regiões. Os 

ensaios de funcionalidade das proteínas BinB mutantes revelaram que a simples substituição 

do bloco de aminoácidos 147FQF149, localizado na região da R82 até a S159, afetou a 

capacidade de interação com o receptor, diferente das demais mutantes que mantiveram a 

funcionalidade. Os dados indicam que a ausência dos aminoácidos F147, Q148 e F149 na 

sequência protéica da BinB é capaz de afetar sua capacidade de ligação com o receptor Cqm1 

in vitro. Segundo SINGKAMANAN et al. (2009) a substituição residual da Y150 por uma 

alanina resultou em uma proteína BinB mutante incapaz de se ligar ao intestino de larvas de 

C. quinquefasciatus in vivo. Contudo, nossos dados revelam que os resíduos 147FQF149 

anteriores a Y150 também tem um papel crítico na capacidade de ligação da subunidade BinB 

ao receptor Cqm1. Ensaios de competição homóloga da proteína BinB e de suas proteínas 

mutantes demonstraram que a proteína MutBinBFQF teve uma reduzida capacidade de 

competição pelos sítios de BBMF de C. quinquefasciatus demonstrando que os aminoácidos 

F147, Q148 e F149 são importantes para a ligação da toxina Bin ao receptor Cqm1 de Culex.  

Dentre as estratégias que visam aumentar a afinidade de ligação das toxinas Cry aos seus 

receptores em lepidópteros e dípteros através de modificações no gene da toxina Cry, a 

modificação direcional de resíduos de aminoácidos na região que contém o sítio de ligação ao 

receptor tem demonstrado resultados promissores no âmbito dos trabalhos que visam a 

potencialização da ação tóxica das Cry (ISHIKAWA et al., 2007; LIU; DEAN, 2006; 

RAJAMOHAN et al., 1996; WU et al., 2000). A mesma estratégia poderia ser utilizada na 
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toxina Bin, na qual mutagênese direcional na região que contém o motivo de ligação ao 

receptor na subunidade BinB caracterizado neste estudo, possibilitaria integrar a esta 

molécula características que potencializasse sua ação tóxica. A revelação dos aspectos 

moleculares ainda desconhecidos da interação toxina Bin do B. sphaericus ao seu receptor em 

C. quinquefasciatus e Ae. aegypti descritos neste trabalho, trazem conhecimentos sobre o 

modo de ação do Bs nestas espécies que podem subsidiar a criação de estratégias para o 

aperfeiçoamento do espectro biolarvicida. 
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10 CONCLUSÕES 

 

 

a) As proteínas Cqm1 e Aam1 possuem diferenças estruturais e conformacionais que têm um 

papel determinante para a sua capacidade de interação específica à toxina Bin; 

 

 

b) O papel do receptor da toxina Bin desempenhado pela proteína Cqm1 depende do epitopo 

de ligação, potencialmente localizado na região N-terminal de 45 kDa, e do seu estado 

conformacional nativo; 

 

 

c) Os N-glicanos não estão envolvidos na ligação do receptor Cqm1 à toxina Bin em larvas de 

C. quinquefasciatus;  

 

 

d) A refratariedade do Aedes aegypti seria devido à diferença conformacional da proteína 

Aam1, a qual pode estar ligada à glicosilação desta proteína; 

 

 

e) O epitopo 147FQF149 e a região N-terminal N33 a R82 são essenciais para a ligação da 

subunidade BinB da toxina Bin ao receptor Cqm1. 
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11 PERSPECTIVAS 

 

 

a) Análise funcional de proteínas Cqm1 e Aam1 mutantes produzidas em sistema de 

expressão de células Sf9, a fim de identificar o epitopo de ligação à toxina Bin; 

 

 

b) Mutagênese da toxina Bin e avaliação do melhoramento da ação inseticida para larvas de 

Culex quinquefasciatus e Aedes agypti. 
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