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CORDEIRO, M. D. O. Caracterizacio de a-glicosidases de espécies de Anopheles spp. do
Brasil com énfase em sua capacidade de interagdo a toxina binaria do Lysinibacillus
sphaericus, 2022. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias e Biotecnologia em Saude) — Instituto
Aggeu Magalhées, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2022.

RESUMO

O Lysinibacillus sphaericus € um agente eficaz no controle biolégico de mosquitos. A acéo
inseticida desta bactéria é causada pela acdo da toxina binaria com receptores especificos
presentes no microvilli intestinal de larvas de espécies de mosquitos suscetiveis. Este receptor
foi caracterizado em Culex quinquefasciatus como uma a-glicosidase denominada de Cgml1, e
em Anopheles gambiae como Agm3. A investigacdo de proteinas ortélogas a Cqm1 e Agm3
em outras espécies de Anopheles spp. ainda € uma lacuna cientifica e podera trazer novas
perspectivas de uso do L. sphaericus no controle de vetores e aprofundar o conhecimento sobre
0 modo de acdo do larvicida em espécies importantes. Dessa forma, o projeto tem como objetivo
identificar a-glicosidases ortdlogas a Cgml em espécies de Anopheles spp. e avaliar seu
potencial de agirem como receptores da toxina binaria do L. sphaericus, através de uma analise
in silico da sua potencial interacdo a toxina Bin. Para isso, DNAs de sete espécies de Anopheles
spp. do Brasil, coletados de uma regido onde houve um surto de maléaria fora da regido
endémica, foram extraidos e os potenciais genes ortoldgos ao gene cqm1 foram amplificados e
clonados em vetor pGEM T-easy. Os genes dos constructos foram sequenciados e analisados
in silico quanto a presenca de polimorfismos, glicosilacdes, epitopo de ligagdo a Bin e predicao
de estrutura das proteinas. A potencial interacdo das respectivas proteinas com a toxina binaria
foi avaliada in silico por meio de docking molecular, destacando possiveis regifes de interacdo
em comparagdo com as a-glicosidases ja descritas na literatura. Como resultados, obtivemos as
sequéncias parciais dos genes e de suas respectivas proteinas ortdlogas a Cqm1l de sete espécies
de Anopheles spp. que apresentaram alta identidade com a Cqgm1 (>70%) e com sua ort6loga
Agm3 (>80%). A regido S129-A312, descrita como uma regido de liga¢do a toxina Bin em
Cgml, esta parcialmente conservada entre as espécies de Anopheles spp. As estruturas proteicas
foram preditas, para entéo ser realizada a avaliacdo da interacdo molecular com a toxina Bin.
Os resultados de docking evidenciaram variagdes nos sitios e aminoacidos de potencial
interacdo in silico de todas as sete proteinas de Anopheles, porém, todas as espécies (An.
aquasalis, An. braziliensis, An. albitarsis, An. minor, An. triannulatus An. argyritarsis e An.
sawyeri) apresentaram modelos de interacdo a aminoacidos da toxina binaria semelhantes
aqueles que interagem com a Cgml1, evidenciando que, de acordo com os resultados obtidos, as
espécies citadas poderiam apresentar interacdo a Bin. Dessa forma, o trabalho contribuira na
construcdo de conhecimentos acerca da caracterizacdo de potenciais receptores da toxina Bin
do L. sphaericus em espécies de Anopheles do Brasil, e 0s niveis de energia livre apresentadas
no docking sugerem a capacidade de ligacao entre as proteinas ortélogas a Cgm1 e a toxina Bin
in vivo.

Palavras-chave

Receptores celulares; Toxina binéria; Alfa-glicosidases; Anopheles spp.; Docking molecular.



CORDEIRO, M. D. O. Characterization of a-glycosidases in species of Anopheles spp. from
Brazil with emphasis on its ability to interact with the binary toxin of Lysinibacillus
sphaericus, 2022. Master’s dissertation (Master’s degree in Life Sciences and Biotechnology
for Health) — Aggeu Magalhaes Institute, Oswaldo Cruz Foudation, Recife, 2022.

ABSTRACT

Lysinibacillus sphaericus is an effective agent in the biological control of mosquitoes. The
insecticidal action of this bacterium is caused by the action of the binary toxin with specific
receptors present in the intestinal microvilli of larvae of susceptible mosquito species. This
receptor was characterized in Culex quinguefasciatus as an a-glycosidase nominated Cgm1,
and in Anopheles gambiae as Agm3. The investigation of orthologous proteins to Cgm1 and
Agm3 in other species of Anopheles spp. is still a scientific gap and could bring new
perspectives for the use of L. sphaericus in vector control and deepen the knowledge about the
mode of action of the larvicide in important species.Thus, the project aims to identify a-
glycosidases orthologous to Cgm1 in Anopheles spp. and to evaluate their potential as L.
sphaericus Binary toxin receptors, trough the evaluating of their potential binding interaction
to Bin toxin in silico. For this, DNAs from seven species of Anopheles spp. from Brazil,
collected from a region where there was an outbreak of malaria outside the endemic region,
were extracted and the potential genes orthologous to the cgqm1 gene were amplified and cloned
in pGEM T-easy vector. The construct genes were sequenced and analyzed in silico for the
presence of polymorphisms, glycosylations, Bin-binding epitope and protein structure
prediction. The potential interaction of the respective proteins with the binary toxin was
evaluated in silico by molecular docking, highlighting possible regions of interaction in
comparison with the a-glycosidases already described in the literature. As a result, we obtained
the partial sequences of genes and their respective orthologous proteins to Cgml of seven
species of Anopheles spp. which showed high identity with Cqm1 (>70%) and with its ortholog
Agm3 (>80%). The S129-A312 region, described as a Bin toxin binding region in Cgm1, is
partially conserved among Anopheles spp. The protein structures were predicted, and then the
evaluation of the molecular interaction with the Bin toxin was carried out. The docking results
showed variations in the sites and amino acids of potential in silico interaction of all seven
Anopheles proteins, however, all species (An. aquasalis, An. braziliensis, An. albitarsis, An.
minor, An. triannulatus An. argyritarsis and An. sawyeri) showed models of interaction with
binary toxin’s amino acids similar to those that interact with Cqm1, showing that, according to
the results obtained, the species mentioned could show interaction with Bin. In this way, the
work will contribute to the construction of knowledge about the characterization of potential
receptors of the Bin toxin of L. sphaericus in Anopheles species from Brazil, and the levels of
free energy presented in the docking suggest the binding capacity between the orthologous
proteins to Cgm1 and the Bin toxin in vivo.

Keywords
Cell receptors; Binary Toxin; Alpha-glycosidase; Anopheles spp.; Molecular docking.
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1 INTRODUCAO

A maléria é uma importante doenca parasitaria que acomete uma grande quantidade de
individuos anualmente, sendo considerada um grave problema de saude publica em varios
paises. E causada por protozoarios do género Plasmodium spp., que sdo transmitidos ao ser
humano por meio da picada das fémeas de mosquitos do género Anopheles spp., encontrados
principalmente em regides tropicais e subtropicais devido ao seu ciclo de vida. No Brasil, a
Regido Amazonica é considerada endémica para a malaria devido a inumeros fatores, dentre
eles, fatores ambientais que favorecem a proliferacdo do mosquito vetor e a manutencdo da
infeccdo local. Porém, em 2019 foram registrados casos de transmissdo local em regiGes nao
endémicas no estado da Paraiba, evidenciando a necessidade mais estudos.

Devido ao uso indiscriminado de inseticidas quimicos, muitas espécies de mosquitos,
incluindo mosquitos do género Anopheles, apresentam selecdo de resisténcia em campo,
culminando em dificuldades no controle vetorial de determinadas espécies. Além disso, alguns
inseticidas possuem acdo residual e capacidade de atingir espécies ndo-alvo, sendo prejudiciais
ao ambiente. Diante desta dificuldade, houve um aumento nos estudos que buscam novas
alternativas de controle vetorial, e uma delas é o uso de larvicidas bioldgicos com base em
bactérias entomopatdgenas, do género Bacillus com acdo seletiva sobre dipteros, que possuem
perfil de acdo especifico.

As bactérias mais estudadas e utilizadas para o controle de mosquitos sdo Bacillus
thuringiensis sorovar. israelensis (Bti) e Lysinibacillus sphaericus, devido, dentre outros
atributos, a sua especificidade de acdo, facilidades de producdo e armazenamento. O L.
sphaericus ja vem sendo utilizado com éxito no combate ao Culex quinquefasciatus no Brasil,
principalmente nos estados de S&o Paulo e Pernambuco, e ambas as bactérias sdo utilizadas
contra Anopheles spp. em algumas regides endémicas da Africa Subsaariana e no Brasil.
Tratam-se de bactérias Gram positivas, saprofitas e esporulantes, que possuem acdo toxica
durante o estagio larval de alguns dipteros, por meio de cristais proteicos que contém
protoxinas, que ao serem ingeridos pelas larvas de mosquitos, sdo solubilizados em pH
intestinal alcalino e as protoxinas sdo ativadas por meio de acdo proteolitica de enzimas
digestivas. Uma vez ativada, as toxinas se ligam a receptores presentes no microvilli intestinal
das larvas, causando varios efeitos citopatoldgicos.

O principal fator inseticida do L. sphaericus é a toxina binaria (Bin). A protoxina Bin é
um heterodimero composto por duas proteinas sintetizadas de forma equimolar e que atuam em

sinergia, BinA e BinB, onde a primeira é responsavel pela atividade toxica, e a segunda pela
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ligacdo aos receptores especificos no epitélio intestinal. A ligacdo aos receptores € uma etapa
determinante, ja que a toxicidade depende da interacdo e reconhecimento do receptor pela
toxina Bin. Esses receptores foram identificados como a-glicosidases (EC 3.2.1.20), proteinas
de membrana responsaveis pela digestao de carboidratos, e ja foram descritos em Culex pipiens
(Cpm1l), Culex quinquefasciatus (Cgm1) e Anopheles gambiae (Agm3), respectivamente, onde
apresentam-se como proteinas de ~60 kDa ligadas & membrana por uma &ncora do tipo glicosil-
fosfatidilinositol (GPI).

Analises in silico conduzidas com o genoma ja disponivel de Anopheles darlingi,
pertencente a0 mesmo subgénero das principais espécies de Anopheles brasileiras,
possibilitaram a detec¢do de um gene que codifica para uma a-glicosidase, ortéloga a ja descrita
em Culex, apresentando consideravel similaridade e identidade. Diante do achado, o presente
estudo teve como principal objetivo identificar e caracterizar outros genes de proteinas
ortologas ao receptor classico da toxina Bin em C. quinquefasciatus (Cqm1) em sete espécies
de Anopheles spp. do Brasil, e avaliar in silico possiveis perfis de ligacdo das sete proteinas a
toxina binéria do L. sphaericus por analise de docking molecular. Essas espécies foram
coletadas em local onde ocorreu um surto extra-amazoénico, e apesar de se saber a importancia
do uso do L. sphaericus para controle de espécies de anofelinos, pouco se sabe sobre essa
interacdo, sendo fundamental aprofundar os estudos sobre a caracterizacdo de possiveis
receptores do larvicida.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Maléaria

Um dos grandes desafios atuais na saude publica sdo os crescentes casos de malaria,
doenca causada por protozoarios pertencentes ao género Plasmodium e que tem como principais
agravantes a alta morbidade e consideravel mortalidade, principalmente em individuos
imunocomprometidos. Trata-se de uma doenca parasitaria transmitida por vetor, com mais seis
espécies de Plasmodium envolvidas na infeccdo humana, e entre elas as mais prevalentes sdo
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium ovale e Plasmodium malariae
(ASHLEY et al., 2018). Aproximadamente 90 paises sdo vulneraveis a transmissdo da malaria,
principalmente em regides tropicais e subtropicais devido ao ciclo de vida dos mosquitos do
género Anopheles, 0s quais sdo 0s principais vetores envolvidos no ciclo de transmissao da
doenca (WHO, 2020).

Figura 1 — Mapa mundial da malaria.

y #
] A transmissdo de maléria ndo é conhecida
A transmissdo de malaria ocorre em alguns locais
. A transmissdo de maléria ocorre na maioria dos locais
Fonte: Center for Disease Control and Prevention, 2020, disponivel em

https://www.cdc.gov/malaria/about/distribution.html. Adaptado pela autora.
Legenda: Mapa mundial com perfil de ocorréncia de casos de maléria.

No ano de 2019, foram registrados 229 milhdes de casos de malaria ao redor do mundo,

onde 409 mil destes evoluiram para 6bito. Criancas com menos de 5 anos sdo 0 grupo mais
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vulneravel, e apesar da distribuicdo mundial, mais de 90% dos casos se concentram no
continente Africano (WHO, 2020). No Brasil, a principal &rea endémica é a regido Amazonica,
que possui condigdes ambientais favoraveis ao desenvolvimento do vetor, agravadas pela
escassez de acesso aos servicos de satde para os individuos residentes no local (MINISTERIO
DA SAUDE, 2010). Em 2019, foram registrados casos da doenca fora da regido Amazonica,
sem transmissdo residual, nos estados do Piaui, Parana e em regides de Mata Atlantica. Cerca
de 20 casos de transmissdo autdctone foram registrados no estado da Paraiba, onde confirmou-
se a infeccdo por malaria de individuos residentes no estado (SESPA, 2019).

O ciclo de vida das espécies de Plasmodium que infectam humanos contam com uma
fase sexual exdgena que ocorre nos mosquitos fémeas, denominada de esporogbnica, e uma
fase assexuada enddgena, que ocorre nos hospedeiros vertebrados, denominada de
esquizogbnica, conforme mostrado na Figura 2 (ROSSATI et al, 2016). A fase exdgena do ciclo
se inicia com a ingestdo de gametdcitos durante o repasto sanguineo da fémea de anofelino, que
ao chegarem no ldmen intestinal do mosquito diferenciam-se em microgametécito e
macrogametacito, e apos a fecundacdo formam zigotos dipl6ides, que evoluem para oocinetos
moveis capazes de atravessar a matriz peritréfica e atingir a parede do epitélio intestinal,
transformando-se em oocistos, responsaveis pela posterior liberacdo de esporozoitos, formas
infectantes que serdo inoculadas no hospedeiro vertebrado (GOSH et al, 2000).

A fase enddgena se inicia apés a picada do mosquito fémea infectado inoculando
juntamente com a saliva as formas infectantes na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado,
que migram para hepatdcitos e iniciam o ciclo exoeritrocitico. O parasita transforma-se na
forma esquizonte, com posterior rompimento e liberacdo de centenas de merozoitos, que serdo
transportados para a corrente sanguinea, dando inicio ao ciclo eritrocitico (GOSH et al, 2000).
Os merozoitos adentram os eritrocitos por meio de interagdo com proteinas de superficie, e apos
invadir evoluem para a forma de trofozoitos, que podem evoluir para a forma de esquizonte e
liberar mais merozoitos, dando continuidade ao ciclo assexuado, ou se diferenciar nas formas
sexuais, 0s gametocitos, que serdo ingeridos durante o repasto sanguineo do mosquito iniciando
novamente o ciclo (ORFANO, 2016).
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Figura 2 — Desenho esquematico do ciclo de infecgdo do parasita Plasmodium falciparum.
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Fonte: Elaborado pela autora, utilizando a ferramenta BioRender (https://www.biorender.com).
Legenda: Ciclo de infeccdo do P. falciparum, destacando os ciclos esporogfnico, exoeritrocitico e eritrocitico.

A malaria é uma doenca sistémica, que tem grande parte dos seus sintomas associados
a andxia de tecidos, causada devido a diminuicdo do transporte de oxigénio apds a destruicao
eritrocitica que ocorre durante a esquizogonia, onde 0s merozoitos rompem as hemacias para
dar continuidade ao ciclo (MILNER, 2018). O periodo de incubag&o varia para cada espécie de
Plasmodium, podendo durar de 12 a 30 dias. Os casos irdo se dividir em ndo-complicados e
severos, onde 0s primeiros apresentam sintomas ndo-especificos, como febre com intervalos
regulares, calafrios, dores no corpo, dores de cabeca e diarreia. Ja 0s casos severos vao incluir
acometimentos mais graves, geralmente provocados pelo P. falciparum, como maléaria cerebral,
lesdo pulmonar aguda, e lesdo renal aguda causada por necrose tubular e acidose (ASHLEY et
al, 2018; MILNER, 2018).

O diagnostico laboratorial geralmente € solicitado apds suspeita de exame clinico,
principalmente em &reas endémicas, e envolve a pesquisa da presenga do Plasmodium no
sangue do paciente. Pode ser feito por meio de diagndstico através de microscopio

convencional, como coloracdo de estiragos de sangue ou metodo da gota espessa, métodos
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sorologicos rapidos que sdo desenvolvidos para detectar anticorpos no soro do paciente, como
a imunofluorescéncia, que ndo substitui a confirmacdo por outro método, e o diagnostico
molecular, como o uso da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), que possui alta sensibilidade
e especificidade e garante maior fidelidade ao diagndstico (TANGPUKDEE et al, 2009).

Em 2021 foi aprovada a utilizacdo da primeira vacina contra malaria em crian¢as da
Africa Subsaariana. A RTS,S/AS01 (RTS,S) tem agdo contra P. faliparum, e serd uma
importante ferramenta para o combate do parasita (WHO, 2021). Mesmo com as novas
perspectivas de combate ao parasita, outros métodos precisam ser utilizados para controle e
reducdo dos casos de malaria, como correto tratamento de individuos infectados, e a diminuicéo
da transmissao por meio de medidas de controle populacional de vetores, através da eliminagao
dos criadouros e da reducdo da populacdo adulta de anofelinos. Os métodos mais utilizados
consistem no uso de inseticidas quimicos, porém, estes possuem acao inespecifica podendo agir
em espécies nao-alvo, além de problemas que envolvem selecdo de resisténcia nos mosquitos,
fazendo-se assim necessario 0 manejo de resisténcia com métodos alternativos de controle
(OGUNAH et al., 2020).

2.2 O género Anopheles

Os principais vetores da malaria sdo mosquitos pertencentes a familia Culicidae,
subfamilia Anophelinae e género Anopheles. O género envolve cerca de 480 espécies, e destas,
aproximadamente 80 foram podem transmitir a malaria humana, além daquelas que ja foram
descritas com acdo vetorial de microfilarias (HARBACH, 2008; RAGHAVENDRA, K. et al,
2011; ORFANO, 2016). As espécies sdo divididas em oito subgéneros, onde os trés principais
séo Anopheles (185 espécies), Cellia Theobald (1901) (224 espécies) Nyssorhynchus Blanchard
(1902) (40 espécies), e estes se subdividem em Secdes, Séries e Grupos (HARBACH, 2008).
A organizacdo das espécies se baseia em caracteristicas taxondmicas bésicas, além de
caracteristicas filogenéticas (HARBACH, 2013).

Na classificacdo taxondmica, as espécies podem ser subdividas em complexos. A maior
parte das espécies com importante acdo vetorial pertencem aos complexos, que podem incluir
espécies sem acdo vetorial, facilitando o estudo do processo de evolugdo destas espécies, e 0
entendimento do papel de cada uma na transmissdo do parasita (BARRON et al., 2019). Um
dos principais € o Complexo Anopheles gambiae sensu lato (s.l.), que engloba trés dos
importantes vetores da malaria, principalmente no Continente Africano, Anopheles gambiae
sensu strictu (s.s.), Anopheles arabiensis e Anopheles coluzzi (FONTAINE et al., 2015).
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O reconhecimento das diferentes espécies ou complexos também pode ser realizado por
técnicas moleculares com ampliacdo de marcadores especificos, como por exemplo para DNA
ribossémico ou mitocondrial, onde, principalmente o Ultimo, apresenta consideravel
compatibilidade com a classificacdo taxonémica convencional. Esse reconhecimento das
espécies é importante para se compreender caracteristicas comportamentais, como horarios de
atividade hematofagica ou caracteristicas domiciliares, e tragar perfis de metodologia de
controle especificas (CHOOCHOTE & SAEUNG, 2013; FOSTER, 2017).

O continente Africano, que apresenta o maior indice de casos de maléria, apresenta uma
grande variedade de espécies. A Africa Subsaariana, onde s&o registrados maiores niveis de
transmisséo, apresenta maior presenca de vetores do Complexo An. gambiae (s.l.), como An.
gambiae (s.s.), Anopheles arabiensis e Anopheles merus. Outro importante vetor do continente
é 0 An. funestus (Figura 3) (SINKA, 2013). Com énfase nas regides de América Central e do
Sul, o maior indice de transmissao localiza-se na bacia amazonica, do Brasil, Colémbia, Peru e
Venezuela (WHO, 2020). Entre os principais vetores dessa area encontram-se as espécies
Anopheles darlingi, espécies do complexo Anopheles albitarsis (como Anopheles albitarsis s.s.

e Anopheles marajoara), Anopheles albimanus e Anopheles aquasalis (CONN et al., 2013).
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Figura 3 — Distribuigdo global de algumas espécies de Anopheles vetoras da maldria.
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Legenda: Mapa com distribuigdo mundial de espécies de Anopheles, com divisdo por continentes.
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Os mosquitos do género Anopheles sdo preferencialmente zoofilicos e crepusculares,
mas na auséncia dos hospedeiros preferenciais ou quando estdo em alta densidade as fémeras
realizam repasto sanguineo em humanos (antropofilicos) com dada frequéncia. A alimentacao
durante a fase adulta depende da ingestdo de carboidratos, principalmente de seivas, flores e
frutos, e somente as fémeas realizam hematofagia, necessaria para o desenvolvimento dos ovos
(CONSOLI & OLIVEIRA, 1994). Os mosquitos sdo holometabolos, ou seja, possuem
metamorfose completa, passando pelos estagios de ovo, larva (4 estadios: L1, L2, L3 e L4),
pupa e adulto (BEATY & MARQUADART, 1996).

As fémeas depositam seus ovos em superficie aquatica, sendo postos de forma isolada
apresentando flutuadores. Os mesmos eclodem apds 48 horas e culminam no primeiro estadio
larval, que é seguido dos demais (L2-L4), sendo o estdgio totalmente finalizado apos
aproximadamente oito dias. As larvas se alimentam através de filtracdo de matéria organica
disponivel no ambiente aquético, e morfologicamente sdo desprovidos de sifdo respiratorio,
caracteristica presente na subfamilia Anophelinae, nos quais existe um conjunto de placas
esclerotizadas chamado aparato espiracular (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).

O proximo estagio é o de pupa, que se apresenta em forma de virgula e ndo se alimenta,
podendo permanecer nesta fase até trés dias até completar a metamorfose em mosquito adulto.
A fase adulta dura aproximadamente 2 meses, e as fémeas neste periodo podem realizar de 4 a
5 oviposices. A postura dos ovos das fémeras de Anohpeles é realizada em locais
preferencialmente com agua pouco agitada, onde o tipo de 4gua para cada criadouro pode diferir
entre as espeécies, que pode ser gaseificada, salobra ou até mesmo acumulada em troncos de
arvore (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; ROMAO, 2006).

Figura 4 — Ciclo de vida do mosquito Anopheles sp.

WV
-/

?,j i%\ N
Oviposicao -

Adulto

Ciclo de vida de ~10 dias @



Caracterizacdo de a-glicosidases de espécies de Anopheles spp... Cordeiro, M. D. O. 26

Fonte: Elaborado pela autora, utilizando a ferramenta BioRender (https://www.biorender.com).
Legenda: Ciclo do mosquito Anopheles, com ilustracfes dos 4 estagios de vida.

2.3 Espécies de Anopheles importantes no ambito da Saude Publica

Em varias regides do continente Africano, algumas espécies se mostram predominantes,
principalmente as que integram o complexo Anopheles gambiae (s.l.), como é o caso do An.
arabiensis (PATTON, 1905) e An. gambiae s.s. (GILES, 1902) (Diptera: Culicidae), onde
ambos sdo pertencentes ao subgénero Cellia, e apesar de participarem do mesmo complexo,
podem apresentar habitos distintos. An. arabiensis é exofilico, tem preferéncia a ambientes
externos (silvestre, semi-silvestre ou rural) mais secos, porém podem invadir ambientes
internos, dependendo da disponibilidade de alimento. J& An. gambiae s.s é endofilico, com
preferéncia por ambientes mais Umidos, perfil antropofilico, com possibilidade de atividade
zoofilica (HEMMING-SCHRODER et al., 2020; WHO, 2020).

Os maiores niveis de transmissdo de malaria ocorrem principalmente em regies
temperadas, tropicais e subtropicais do mundo, e no Brasil, mais de 99% dos casos se
concentram na regido Amazonica. Encontram-se aproximadamente 55 espécies frequentes no
pais, entre elas Anopheles darlingi, An. aquasalis, An. albitarsis (s.I), An. cruzii e espécies
secundarias como o An. oswaldoi, An. triannulatus e An. braziliensis, sendo os subgéneros mais
prevalentes o Nyssorhynchus e o Kerteszia (HARBACH, 2008; PIMENTA et al., 2015).

Anopheles darlingi (ROOT, 1926) (Diptera: Culicidae) pertence ao género Nyssorhynchus
e é encontrado predominantemente em regides de baixa altitude, associadas a florestas e regides
com cursos d’agua em diversos paises da América do Sul, incluindo o Brasil, onde ndo sera
encontrado apenas em regides secas do Nordeste e regides no extremo Sul (CONSOLI &
OLIVEIRA, 1994). E considerado o vetor mais efetivo da maléaria em sua regi&o de predominio,
e possui uma alta adaptabilidade de reprodugdo em depress@es artificiais de agua, além de ter
um comportamento de alimentacgdo oportunista (CONN & RIBOLLA, 2016).

Anopheles aquasalis (Diptera: Culicidae) € um mosquito do género Anopheles e subgénero
Nyssorhynchus, e foi descrito pela primeira vez no Panamé, America Central (CURRY, 1932).
Tem preferéncia por ambientes aquaticos com consideravel salinidade e por isso encontra-se
predominantemente em faixas litoraneas, tendo apresentacdo nas Ameéricas Central e do Sul.
No Brasil pode ser encontrado distante do litoral quando o solo da regido é rico em cloretos,
como é o caso do sertdo nordestino (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994). Apesar de ser

predominantemente silvestre, pode ser encontrado em ambiente doméstico quando em alta
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densidade. E considerado o terceiro vetor que mais transmite malaria no Brasil, apds An.
darlingi e espécies do complexo An. albitarsis, além de ter sido descrito como vetor secundario
do nematddeo Wuchereria bancrofti (CARLOS et al., 2019).

O complexo Anopheles (Nyssorhynchus) albitarsis conta com 5 espécies confirmadas, entre
elas An. albitarsis s.s (LYNCH-ARRIBALZAGA, 1878) e An. marajoara (GALVAO &
DAMASCENO, 1942) (Diptera: Culicidae), e aparentemente 0 grupo esta envolvido com a
transmissdo de maléria na América do Sul (FOLEY, 2014). Sao espécies encontradas
preferencialmente em regides costeiras e florestas de varzea, principalmente em estacfes
chuvosas, com caracteristicas preferencialmente zoofilicas. A espécie An. marajoara, presente
também no territdrio brasileiro, j& foi descrita infectada por Plasmodium vivax e P. falciparum
(ZUNIGA et al., 2021).

Além das espécies citadas acima, muitas outras sao descritas como vetores secundarios da
maldria no pais. Entre elas encontram-se An. braziliensis (CHAGAS, 1907) e An. triannulatus
s.s (NEIVA & PINTO, 1922), ambos do subgénero Nyssorhynchus. O primeiro encontra-se
principalmente em regides mais distantes do litoral atlantico, sendo exofilico e zoofilico, e ja
foi descrito em atividade de repasto sanguineo durante o dia. J4 o segundo encontra-se em
regibes centrais do pais, com oviposicdo em lagoas com vegetacdo flutuante, com perfil
zoofilico, mas podendo atacar o homem. Ambos ndo sdo considerados vetores principais, mas
continuam sendo alvo de estudos sobre sua capacidade de transmisséo do Plasmodium
(CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).

2.4 Controle populacional de mosquitos

O controle populacional de mosquitos vetores € uma ferramenta importante para
interromper o ciclo de transmissdo de vérias doencas, como exemplo a dengue e a maléria, que
sdo doencas que persistem por varias razoes, entre elas temos limitacdo em vacinacdo ou falhas
de tratamentos (WILSON, 2020). O aumento da globalizagdo, mudancas climaticas e
desmatamento contribuem para a disseminacao dessas doencas. O foco principal dos métodos
de controle é diminuir a populacdo do vetor ou eliminar o contato dos mosquitos com o ser
humano, apesar dos desafios enfrentados em relagéo aos aspectos bioldgicos dos mosquitos que
sdo desfavoraveis para este controle como facil adaptacdo ambiental, alta taxa reprodutiva e
curto tempo de vida (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; JOSHI & MILLER, 2021).

Como consequéncia da presenca das doencas transmitidas por vetores, ao longo dos

anos foram utilizados os mais variados tipos de controle, e em meados dos anos 1900, iniciaram-
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se algumas metodologias, principalmente envolvendo manejo ambiental. Na era pds-guerra,
nos anos de 1950, iniciou-se o uso de inseticidas quimicos com acéo residual, os organoclorados
dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), tornando a erradicagdo da malaria uma possibilidade real.
Desde seu surgimento, houve um grande impacto na diminuicdo de casos de malaria,
principalmente nas regides endémicas, como na Africa Subsaariana, mas teve seu uso banido
devido seus efeitos ambientais adversos e seu potencial de risco a saide humana (BHAAT,
2016; WILSON et al., 2020).

Atualmente, entre as ferramentas mais utilizadas dentro de uma divisdo ampla,
encontram-se aquelas baseadas em métodos quimicos e nao-quimicos, que podem atingir
formas imaturas, como larvicidas e manipulacdo de habitat, ou formas adultas, que s&o 0s
adulticidas. Entre estes encontram-se metodologias para atingir diretamente o vetor, como
pulverizagdo residual interna (IRS — Indoor residual spraying) ou espacial, ou para evitar o
contato do vetor ao ser humano, com o uso de repelentes e mosquiteiros impregnados com
inseticidas (ITNs - Insecticide-treated nets) (WILSON et al., 2020).

Mesmo com o grande impacto do uso de pulverizacdo residual de inseticidas de sintese
e de mosquiteiros e redes tratadas com inseticidas, na ultima década foram registrados muitos
casos de maléria, em consequéncia de algumas limitacGes, como a resisténcia dos mosquitos
aos inseticidas quimicos, problemas na eficacia operacional, custo consideravel e barreiras
biol6gicas comportamentais, como exemplo, de mosquitos que realizam seu repasto sanguineo
ao ar livre (KILLEEN et al., 2017). Além disso, tais inseticidas podem apresentar efeitos
residuais adversos em espécies ndo-alvo e como exemplo, 0 acumulo em 6rgaos e tecidos de
seres humanos, com probabilidade de acarretar consequéncias futuras aos individuos expostos
(RAGHAVENDRA et al., 2011).

Considerando as limitagdes citadas, atualmente é recomendado o uso do Manejo
Integrado de Vetores (MIV), onde sdo avalidas evidéncias e utilizadas estratégias integradas
selecionadas previamente de acordo com diversas variaveis, epidemioldgicas e entomoldgicas,
com a utilizagcdo de métodos de controle inseticidas e ndo-inseticidas (WILSON et al., 2020).
E necessario que a aplicagdo seja baseada em evidéncias, que podem ser formadas
progressivamente e alteradas ao longo da aplicagéo dos programas de controle. Essa alternativa
é importante para controle de Anopheles, considerando que o uso de métodos Unicos ndo se
mostra mais eficaz (KILLEEN et al., 2017).
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2.5 Controle quimico de Anopheles spp. e resisténcia

Os inseticidas de sintese, desde o seu advento, tornaram-se o principal método de
controle para mosquitos Anopheles no mundo, com utilizagéo principal de mosquiteiros tratados
com inseticidas e pulverizacdo residual interna. Desde entdo, o uso prolongado destes
inseticidas resultou na selecdo de diversos mecanismos de resisténcia, principalmente em
mosquitos de &reas endémicas, como € o caso de paises africanos (RANSSON & LISSENDEN,
2016), mas esses perfis podem ser encontrados em diferentes paises ao redor do mundo, para
diferentes espécies de Anopheles, conforme apresentado no Quadro 1.

Entre os anos de 2010 e 2017, mais de 85% dos paises, com dados relatados para
maléria, constam de resisténcia vetorial a pelo menos uma classe de inseticidas, principalmente
aos piretroides, bastante utilizados em ITNs em paises africanos (WHO, 2018). Os principais
mecanismos de resisténcia em mosquitos incluem mudancas nos alvos dos inseticidas,
detoxificacdo mais rédpida desses xenobidticos por acdo de enzimas detoxificadoras e
modificacOes na espessura da cuticula por penetracao reduzida (MINETTI et al., 2020).

Quadro 1 — Casos de resisténcia a inseticidas quimicos em algumas espécies de Anopheles spp.

Inseticida Localidade | Espécies-alvo Resisténcia Referéncia
Quimico
Piretréides/ Benim An. gambiae Principalmente Corbel et al. (2007)
Organoclorados (s.I.) mutacOes kdr (gene
de resisténcia
knockdown)
Piretroides/ Sudao An. arabiensis Mutagdes kdr Matambo et al.
Organoclorados/ (2007)
Carbamatos
Piretroides Nigéria Anopheles Enzimas de Ononamadu et al.
funestus detoxificacdo e (2020)
mutacdes kdr
Piretroides/ Tailandia Anopheles Enzimas de Sumarnrote et al.
Organoclorados hyrcanus (s.l.) detoxificagéo (2020)
Piretroides/ Coréia do Sul Anopheles Mutages kdr Kang et al. (2012)
Organoclorados sinensis (s.S.)
Piretroides/ india Anopheles Mutaces kdr para Singh et al. (2010),
Organoclorados/ culicifacies (s.1.) | piretroides e DDTSs, Karemi et al.
Malation (2021)
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enzimas conferindo
resisténcia metabolica

Malation/ Sri-Lanka An. culicifacies/ | Alteracdo no alvo do Kelly-Hope et al.

Organoclorados Anopheles inseticida e enzimas (2005)
subpictus de detoxificacdo

Piretréide/ México Anopheles Enzimas de Dzul et al. (2007)
Organoclorados/ albimanus detoxificacdo

Pirimifds-

Metilico

Fonte: Elaborado pela autora.

Especificamente para o complexo Anopheles gambiae (s.I)., foram descritos uma série
de casos associados a resisténcia a piretroides (INGHAM, 2018). Os casos de resisténcia a
piretréides em Anopheles funestus, que antes se detinham a poucos paises africanos, passaram
a se apresentar em varios locais (RANSSON & LISSENDEN, 2016). Também houve
crescimento de notificagcbes em relacdo a outros inseticidas quimicos, principalmente para
espécies do complexo Anopheles gambiae, para carbamatos e organofosfatos, que sédo utilizados
como alternativa em regides endémicas (Figura 5). Torna-se dificil de medir o real impacto dos
perfis de resisténcia na transmissdo da malaria, mas com os dados disponiveis é possivel
observar a necessidade de métodos associados de controle (RANSSON & LISSENDEN, 2016).

Figura 5 — Mapa mundial de perfis de resisténcia aos inseticidas quimicos em Anopheles por diferentes décadas.

1980 - 2000
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Fonte: Mapas gerados através da ferramenta disponivel em https://anopheles.irmapper.com/.

Legenda: Perfis de resisténcia aos inseticidas quimicos em espécies de Anopheles. Pontos em verde significam as
espécies suscetiveis, em amarelo, as espécies com possivel resisténcia, e em vermelho as espécies com comprovada
resisténcia. Em preto encontram-se as espécies com altos niveis de resisténcia.

2.6 Larvicidas microbianos utilizados no contexto do MIV

Devido as limitacdes do uso de inseticidas quimicos, fez-se necessario a busca por meios
alternativos e mais sustentaveis de controle vetorial. Uma das opg¢des consideradas importantes
sdo agentes de controle biologico, como o uso de predadores, parasitas, patdgenos,
competidores e toxinas produzidas por estes agentes. Entre algumas dessas alternativas,
encontram-se fungos entomopat6genos, com atuagdo na cuticula do inseto, agentes bacterianos
com acdo larvicida ou adulticida, uso de peixes predadores que se alimentam de larvas, entre
outros (KAMAREDDINE, 2012).

As bactérias do género Bacillus, com acdo seletiva sobre os dipteros, tém sido
consideradas um dos agentes mais eficazes para o controle de culicideos e simulideos, pois
possuem grande poder inseticida e especificidade contra larvas, além de apresentarem acéao
efetiva em baixas doses, facilidades para a producdo em larga escala, armazenamento,
transporte e aplicacdo, sendo considerada uma alternativa de controle sustentavel, ou seja,

ecologicamente correta (LACEY, 2007). As duas espécies de bactérias entomopatdgenas mais
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estudadas e utilizadas sdo o Bacillus thuringiensis sorovar. israelensis (DE BARJAC, 1978) e
o0 Lysinibacillus sphaericus (KELLEN et al., 1965).

Ambas sdo bactérias Gram positivas, cosmopolitas e esporulantes, que possuem
atividade larvicida seletiva e no mercado internacional existem diversas formulacdes
comerciais. Atuam por meio da acdo de toxinas de natureza proteica produzidas sob a forma de
cristal durante a esporulagdo. Os cristais proteicos atuardo por meio de sua ingestdo durante o
estagio larval de alguns dipteros. As protoxinas com acao inseticida sdo liberadas por meio do
pH alcalino do limen intestinal e ativadas por serina-proteases instestinais, ligando-se
posteriormente a receptores especificos do epitélio e causando o efeito citopatoldgico (LACEY,
2007).

2.7 Controle bioldgico de Anopheles spp.

A fim de se manter os ganhos causados pela reducdo de casos de maléria, é importante
considerar métodos alternativos complementares para mitigar os processos de resisténcia e
adaptacdo comportamental no ambito do controle populacional do vetor. DERUA et al. (2019)
demonstrou que o uso das bactérias entomopatdgenas supracitadas mostrou acao significante
contra mosquitos do género Anopheles na Africa Subsaariana (SSA), regido que possui 0 maior
numero de casos de malaria no mundo, evidenciando efetividade no controle do vetor de forma
sustentavel. Muitos programas de controle obtiveram sucesso utilizando apenas formulages a
base do L. sphaericus, como é possivel visualizar no Quadro 2, mas atualmente é importante a

utilizacdo de programas associados para se evitar resisténcia (SILVA-FILHA et al., 2021).

Quadro 2 — Controle biologico de Anopheles no mundo com larvicidas biolégicos baseados em L. sphaericus

Larvicida Espécies-alvo | Localidade Tipo de acéo Referéncia
bioldgico
L. sphaericus Anopheles Burkina Avaliacdo em Nicolas et al.
2362 gambiae (s.I.) Faso laboratério e campo (1987)
controle em area
urbana
L. sphaericus Anopheles Camardes Aplicacdo em valas e Barbazan et al.
2362 gambiae (s.l.) e pogas de &reas urbanas (1998)
An. funestus
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L. sphaericus Anopheles Honduras | Aplicacdo em 5 regides Castro et al.

2362 albimanus afetadas pela (2002)
transmisséo de malaria

L. sphaericus Anopheles Brasil Avaliacdo de impacto Galardo et al.

2362 darlingi em fontes larvais (2013)
durante 1 ano

L. sphaericus Anopheles Gana Avaliacdo em Nartey, et al.

2362 gambiae (s.1.) laboratério e campo (2013)
controle em area
urbana

Fonte: Elaborada pela autora.

Em relacgdo aos possiveis perfis de resisténcia durante a utilizacéo de biolarvicidas, uma
das principais problematicas € o uso prolongado. Por possuir um sitio de acao especifico, o uso
prolongado do L. sphaericus apresenta um risco considerdvel de selecdo de resisténcia dos
insetos a toxina Bin, principalmente relacionada com auséncia ou modificacdo do seu receptor
no mosquito (WIRTH, 2010).

Vaérios estudos com espécies de Culex demonstraram resisténcia ao L. sphaericus em
amostras de campo e/ou laboratoriais, porém ndo existem relatos na literatura de selecdo de
resisténcia a toxina Bin em espécies de Anopheles. Um estudo desenvolvido no Quénia,
demonstrou que espécies do Complexo Anopheles gambie (s.I.) eram completamente
suscetiveis ao Bti e L. sphaericus (DERUA et al., 2019). Para Bti, estudos demonstraram poucos
relatos de resisténcia em populacdo de Anopheles. Um importante aspecto a ser considerado é
a falta de resisténcia cruzada a toxina Bin por outros agentes, evidenciando a necessidade de
programas com mais de um agente de controle (SILVA-FILHA et al., 2021).

2.8 Lysinibacillus sphaericus

A bactéria entomopatogena Lysinibacillus sphaericus, foi descoberta por Neide (1904)
e inicialmente foi denominada de Bacillus sphaericus. Posteriormente, passou a ser descrita
taxonomicamente como Lysinibacillus sphaericus devido a presenca de lisina e aspartato no
peptidoglicano da parede celular (AHMED et al., 2007). E uma bactéria Gram-positiva,
cosmopolita, saproéfita e esporulante, geralmente encontrada em solos e ambientes aquaticos.
Morfologicamente possui esporos terminais esféricos, e outra caracteristica crucial é a
inabilidade de crescer em condigdes anaerobicas, além de ndo utilizar agucares como fonte de
energia, e sim compostos de carbono (WHITE & LOTAY, 1980).
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A bactéria possui alta seletividade, facil armazenamento e producéo, além de longo
tempo de vida em criadouros ricos em matéria organica (MITTAL, 2003). O L. sphaericus
possui acdo inseticida comprovada para espécies do género Culex e Anopheles, e é utilizada
como biolarvicida desde a década de 1980 e no Brasil vém sendo utilizada em programas de
controle do C. quinquefasciatus, principalmente nos estados de Pernambuco e S&o Paulo
(REGIS et al., 2001; SILVA-FILHA et al., 2021).

A alta atividade inseticida esta associada a producéo de inclusdes cristalinas com toxinas
durante a esporulacdo bacteriana, quando sao sintetizados esporos arredondados no interior de
um esporangio em forma de raquete juntamente com cristais que contém as proteinas
inseticidas, a protoxina binaria (Bin) (CHARLES et al, 1996). O L. sphaericus pode estar
presente em ambientes adversos devido a mecanismos de resisténcia como a formagdo de
esporos termorresistentes, ndo comprometendo sua a¢do entomopatdgena, incluindo &gua com
alto indice de salinidade e temperatura razoavelmente alta como a utilizada em criadouros para

oviposigéo das fémeas do mosquito An. aquasalis (REZENDE, 2013).

Figura 6 — Micrografia eletronica do Lysinibacillus sphaericus em esporulacéo.

Fonte: Berry, C., 2012.
Legenda: Esporangio (E) contendo seus esporos (S), e inclusdes de cristais proteicos (indicadas pelas setas).

A primeira cepa do L. sphaericus foi isolada por Kellen et. al (1965) em larvas de
Culiseta incidens, porém o potencial inseticida da bactéria foi evidenciado apenas ap6s o
isolamento de cepas com alta atividade larvicida, como a 1593 na Indonésia (SINGER, 1974),
2297 do Sri-Lanka (WICKREMESINGHE & MENDIS, 1980) e 2362 na Nigeria (WEISER,
1984). Os sorotipos de cada cepa de L. sphaericus foram classificados por meio da técnica de
aglutinacdo flagelar (DE BARJAC; VERON; COSMAO DUMANOIR, 1980), sendo 0s
principais sorotipos: H5abb, com as cepas 1593, 2362, 2317, 1691 e C3-41, o H25 com a cepa
2297 e 0 H6 com a cepa IAB59 (CHARLES, NIELSEN-LEROUX; DELECLUSE, 1996). As
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principais cepas utilizadas comercialmente como larvicidas sdo a 2263 e 1593, e sdo
consideradas excelentes agentes de controle para espécies de mosquitos (LACEY, 2007).

As principais proteinas inseticidas produzidas pelo L. sphaericus sdo a toxina binaria
(Bin), que € o principal fator toxico presente em todas as cepas de L. sphaericus com alta
atividade larvicida, além das Mtx (Mosquitocidal toxins), toxinas Cry (Cry48Aa/Cry49Aa),
sphaericolisina e proteinas S-layer (SILVA-FILHA et al., 2021). As toxinas Mtx s&o produzidas
durante a fase vegetativa, e foram denominadas de Mtx1 (100kDa), Mtx2 (32 kDa) e Mtx3
(36kDa), e ao serem secretadas no meio sofrem degradacdo proteolitica, sendo assim
consideradas de baixo poder inseticida (CHARLES, NIELSEN-LEROUX; DELECLUSE,
1996), porém quando as Mtx1 e Mtx2 sdo expressas em cepas de Escherichia coli podem
apresentar alto poder larvicida para culicideos (WEI; CAI; YUAN, 2006; WIRTH et al., 2007).

Duas proteinas da familia Cry, denominadas Cry48Aa (135 kDa) e Cry49Aa (53 kDa),
foram isoladas em L. sphaericus cepa IAB59, e assim como a toxina binaria, Cry48Aa/Cry49Aa
agem em sinergia e possuem acdo sob culicideos (JONES et al., 2007, SILVA-FILHA et al.,
2021). Quando purificadas e concentradas de forma equimolar, considerando que a Cry48Aa
possui baixo nivel de acumulo, apresentam atividade larvicida consideravel para C.
quinquefasciatus, podendo ser utilizadas em linhagens de Culex ja resistentes a toxina Bin, e
ndo apresentou acdo toxica para A. aegypti (JONES et al., 2007).

A toxina sphaericolisina (53 kDa) foi descoberta em no subgrupo 1AL de cepas A3-2,
0 qual ndo apresenta genes para as toxinas Bin ou Mtxs. Ndo apresenta ac¢do contra dipteros,
porém demonstra acdo toxica quando injetada em insetos do género Blattodea, Blattella
germanica, e Spodoptera litura (Lepidoptera) (NISHIWAKI et al., 2007). As proteinas S-layer
(120-130kDa) foram isoladas de algumas cepas de L. sphaericus, e sdo produzidas durante o
estagio vegetativo de crescimento das bactérias, podendo apresentar atividade larvicida contra
Culex quinguefasciatus (LOZANO et al., 2011).

2.9 Toxina binéaria (Bin) do Lysinibacillus sphaericus

A toxina binaria (Bin), é o principal fator toxico presente em cepas de L. sphaericus
com alta atividade larvicida, e por isso tem sido o alvo da maioria dos estudos sobre 0 modo de
acdo desta bactéria e vem sendo utilizada em formulagdes comerciais. A protoxina Bin € um
heterodimero composto por duas proteinas sintetizadas de forma equimolar e massa molecular
de 42 e 51 kDa, que foram denominadas de BinA e BinB, respectivamente, sendo ambas co-
transcritas de um mesmo operon antes do crescimento exponencial da bactéria (BERRY, 2012).
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A toxina Bin possui suas sequéncias proteicas altamente conservadas, com seis variantes da
BinA e quatro variantes da BinB (PRIEST et al., 1997; HUMPREYS & BERRY, 1998; HIRE
et al., 2009).

Ap0s a ingestdo pelas larvas, o cristal é solubilizado em pH intestinal alcalino (~10) e a
protoxina liberada no lumen é clivada por serina-proteases para atingir a forma de toxina ativa,
e esse processo ocorrera em ambos 0s insetos suscetiveis ou ndo suscetiveis (BROADWELL
& BAUMANN, 1987). Apos a clivagem, os polipeptideos de 42 e 51 kDa originam fragmentos
de 39 e 43 kDa, BinA e BinB, respectivamente, constituindo as formas ativas (BAUMANN et
al., 1985). Foi demonstrado em larvas de C. pipiens que o componente BinB é responsavel pela
ligacdo com receptores especificos presentes no epitélio intestinal enquanto o componente
BinA é responsavel pela atividade toxica (NICOLAS, et al., 1993).

Estudos por dicroismo celular sugerem que ambas as subunidades proteicas se
apresentam predominantemente como folhas beta, embora a BinB selvagem apresente regifes
de alfa-hélices (KALE et al., 2013). A subunidade BinA possui 370 aminoacidos e estudos
apontam que ambas as regides C-terminal e N-terminal sdo importantes a sua interagdo com a
BinB (OEIl; HINDLEY; BERRY, 1992), sendo possivelmente o dominio C-terminal
relacionado a atividade toxica com a formacéo de poros no epitélio intestinal (ELANGOVAN
et al., 2000).

Na BinA, foi demonstrado por meio de estudos de mutagénese que a substituicdo de
alguns residuos por alanina pode prejudicar sua acdo. Substituindo os aminoacidos E98A,
R101A e E114A existe reducdo na atividade, e substituindo R97A existe perda da atividade,
mas em nenhum dos casos existe a perda da habilidade de interagdo com a BinB (SANITT et
al., 2008). Outro ensaio demonstrou que a substituicdo do residuo R312 na porcdo C-terminal
faz com que haja a perda da atividade biologica (ELANGOVAN et al., 2000). A substituicao
de trés residuos de cisteina por alanina apresentou reducgdo na atividade (C195A) ou perda da
toxicidade (C31A e C47A) (PROMDONKOY et al., 2008).

Ja a subunidade BinB possui 448 aminoacidos, e sua regido N-terminal parece ser
responsavel pela ligacdo aos receptores presentes no epitélio intestinal, onde foram descritos
como importantes para a ligacdo com Cgm1 a regido entre os residuos N33 e L158, enquanto a
regido C-terminal é responsavel pela ligacdo a toxina BinA, conforme presente no Quadro 3
(OEI; HINDLEY; BERRY, 1992; SINGKHAMANAN et al., 2010; ROMAO, et al., 2011,
SINGKHAMANAN et al., 2013). O dominio N-terminal possui caracteristicas similares a

outras proteinas com func¢éo de ligacdo a carboidratos, o que reforga o seu papel de interacéo
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aos receptores, além de possuir residuos de cisteina, que contribuem na conformacéo funcional
da toxina BinB (SRISUCHARITPANIT et al., 2014).

Quadro 3 — Trabalhos evidenciando residuos ou regides importantes de interacdo da BinB ao receptor Cqm1.

Residuos ou Tipo de alteracao Funcéo afetada apds Referéncia

regides da BinB realizada no alteracéo
estudados estudo

147FQFY150 Mutagénese/ Perda de toxicidade para Singkhamanan et

(F149A e Y150A) Substitui¢do por larvas de Culex al. (2010)
Alanina quinguefasciatus e em
ensaios in vitro BinB-Cgm1
C67A e C161A Mutagénese/ As mutagbes diminuiram a Boonyos et al.

Substituicdo por
Alanina ou Serina

interagdo com a BinA e
eliminaram a toxicidade

(2010)

Regido entre N33-

Mutagénese/

Mostraram-se importantes

Romado et al. (2011)

L158 Proteinas truncadas | para ligacdo a Cgml in vitro
85IRF87 e Mutagénese/ Mutante ndo apresentou Romado et al. (2011)
147FQF149 Substituicdo por ligacdo in vitro ao receptor
Alanina Cgml
35PEI37 e Mutagénese/ As mutacOes causaram perda | Singkhamanan et
41FYNA43 Substituicdo por da toxicidade in vivo para al. (2013)
Alanina larvas
P35A, E36A, F41A e Mutagénese/ Atividade larvicida foi Singkhamanan et
Y42A Substituicdo por reduzida, mas ndo perdeu a al. (2013)
Alanina capacidade de interagdo a

BinA in vitro

Fonte: Elaborada pela autora.

A toxina BinB liga-se a uma simples classe de proteinas de membrana, que atuam como

receptores, presentes na superficie das células intestinais de culicideos possibilitando assim os
efeitos citopatoldgicos causados pela BinA (CHARLES; NIELSEN-LEROUX; DELECLUSE,
1996; CHARLES et al., 1997; SILVA-FILHA et al, 1997). A presenca de receptores especificos
no microvilli intestinal de larvas tém um papel essencial no modo de ac¢éo da toxina Bin, e ja
foram descritos em Culex quinguefasciatus, C. pipens, An. gambiae, e apesar de também ter
sido descrita uma proteina ortdloga em Aedes aegypti, demonstrou-se que esta espécie é
refrataria e consequentemente ndo sofre os efeito citotoxicos da Bin (CHARLES; NIELSEN-
LEROUX; DELECLUSE, 1996; FERREIRA et al., 2010).
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2.10 a-glicosidases de mosquitos

As enzimas a-glicosidases s&o membros da grande familia das a-amilases sensu latu, e
apresentam diferencas em relagdo aos seus substratos e distribui¢do em tecidos. a-glicosidases
(EC 3.2.1.20) sdo exoenzimas, ou seja, possuem capacidade de degradar moléculas organicas
complexas em moléculas absorviveis pelo organismo. Estdo presentes em grande parte nos
organismos que hidrolisam terminais glicosideos, e liberam a-glicose de extremidades néo-
redutoras da cadeia do substrato (CHIBA, 1997; TOMASIK & HORTON, 2012). Em insetos,
sdo fundamentais no processo de clivagem de oligossacarideos essenciais, possuindo
importante papel na digestdo de carboidratos, além de apresentarem sitios de ligacdo a toxina
binéria do L. sphaericus (KRASIKOV; KARLOV; FIRSOV, 2001).

A classificacdo das hidrolases glicosidicas é feita de acordo com a similaridade de sua
sequéncia de aminoacidos, e estdo agrupadas em mais de 167 familias de acordo com a
classificacdo de Carbohydrate-Active enZymes (CAZymes ou CAZy), onde as a-glicosidases
sdo encontradas principalmente nas familias 13 e 31, (LOVERING et al., 2007, CANTAREL,
et al., 2009). A identificagdo das a-glicosidases se baseia na presenca de quatro dominios
conservados ao longo da sequéncia proteica, que a diferencia de outras amilases (KRASIKOV
etal., 2001).

As a-glicosidases sdo responsaveis pela digestdo da sacarose, presente na maioria dos
acucares ingeridos por mosquitos, que auxilia em varios processos metabdlicos além de
aumentar a longevidade e fertilidade dos insetos (FOSTER, 1995). Foram caracterizadas em
espécies de Anopheles, Aedes e Culex, cuja expressdo de genes e atividade de glicosidase foram
detectadas em glandulas salivares de adultos (MARINOTTI & JAMES, 1990; SOUZA-NETO
et al., 2007), e em intestino médio ligadas a membrana celular por uma ancora do tipo glicosil-
fosfatidilinositol (GPI) (SILVA-FILHA et al., 1999; DARBOUX et al., 2001; OPOTA et al.,
2008).

Em espécies de Anopheles spp., como em An. darlingi, An. aquasalis, e An. dirus, o-
glicosidases foram anteriormente descritas em glandulas salivares de adultos (MOREIRA-
FERRO; MARINOTTI; BIJOVSKY, 1999; JARIYAPAN et al., 2007; SOUZA-NETO et al.,
2007). Na espécie An. gambiae, foram encontrados dois genes responsaveis por codificar a-
glicosidases no intestino do inseto (agml e agm?2), e posteriormente foi descrita a Agm3 e
caracterizada como receptora da toxina Bin nesta espécie, com 66,4% de identidade quando
comparada a Cqml (ZHENG, et al., 1995; OPOTA et al., 2008). Foi demonstrado que a-

glicosidases possuem papel de receptores da toxina binaria no microvilli intestinal de larvas,
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sendo esta interacdo uma etapa fundamental para a acdo do L. sphaericus, e a afinidade entre
as proteinas esta diretamente relacionada a susceptibilidade da larva (SILVA-FILHA et al,
1997).

2.11 a-glicosidases e papel como receptores da toxina Bin

Os receptores intestinais da toxina Bin nas espécies Culex pipiens, C. quinquefasciatus
e An. gambiae sdo a-glicosidases de aproximadamente 66 kDa denominadas respectivamente
de C. pipiens maltasel (Cpm1l), C. quinquefasciatus maltase 1 (Cgm1) e An. gambiae maltase
3 (Agm3) (SILVA-FILHA et al., 1999; DARBOUX et al., 2001; OPOTA et al., 2008). A
espécie Ae. aegypti possui uma proteina ortéloga ao receptor Cgm1, denominada Ae. aegypti
maltase 1 (Aaml), porém ndo tem capacidade de ligar-se a Bin sendo esta espécie considerada
refrataria ao modo de acédo do L. sphaericus (FERREIRA et al., 2010). Os genes cpm1, cgml e
agm3 codificam proteinas de 580 a 588 amino&cidos, e possuem quatro dominios conservados
que caracterizam estas a-glicosidases, com sitios de glicosilagdo e sinalizacdo de insercéo de
ancora GPI na porcdo C-terminal (SILVA-FILHA et al., 1999; DARBOUX et al., 2001;
OPOTA et al., 2008).

A toxina presente em An. gambie, apesar de se ligar a toxina binaria, parece apresentar
diferencas na ligacdo. Para Culex, apenas a BinB tem papel importante na ligacéo ao receptor,
enquanto em Anopheles ambas as subunidades da toxina parecem ser cruciais (CHARLES et
al., 1997). Além disso, foi observado que em An. gambiae e An. stephensi existe uma ligacédo
mais fraca a toxina Bin, o oposto do que ocorre para Cgm1, mostrando que existe uma diferenca
de perfil de ligacéo e afinidade (SILVA-FILHA et al, 1997).

Em Cgml, foi descrito que a regido N-terminal é importante para a ligagdo a Bin, mais
especificamente a regido composta pelos residuos S129-A312, e apesar da conservacdo de
aminoacidos nessa regido entre Cgm1 e Aam1, em Cgm1 os residuos 159GG160 foram cruciais
para ligacdo a BinB. JA em Aaml existe a possibilidade que outros residuos ou fatores sejam
criticos nesta proteina para uma possivel ligacdo a Bin (FERREIRA et al, 2014). A obtencgéo
das estruturas destas proteinas é uma etapa importante para se compreender melhor possiveis
interacGes, principalmente para posteriores estudos in silico. A proteina Cqm1 foi o primeiro
membro da familia GH13_17 a ter sua estrutura relatada por meio de cristalizacdo, demonstrada
na Figura 7 (SHARMA et al., 2018), e apresenta um sitio de ligacdo ao ion Ca(ll) essencial para
a atividade enzimatica, possivelmente um sitio exclusivo da familia GH13_17 (SHARMA &
KUMAR, 2019).
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Figura 7 — Cristalizacdo da Cgm1 por método de difusdo de vapor (sitting-drop).

Fonte: Sharma et al., 2018.
Legenda: Nucleo ativo da Cgm1 (entre os residuos 23-560), cristalizado pelo método de difuséo de vapor sitting-
drop, e identificado usando andlise de fluorimetria de varredura diferencial.

Em Agma3, foi demonstrado in vitro a ligacdo da proteina recombinante a toxina binaria,
apesar de ndo se ter maiores informac@es sobre o0s possiveis residuos envolvidos (OPOTA et
al., 2008). Muitas outras espécies de Anopheles ja foram descritas como suscetiveis, abrindo
possibilidades para o uso do L. sphaericus em programas de controle, como o exemplo de An.
stephensis, An. sinensis e An. darlingi (KUMAR et al., 1994; THIERY etal., 1996; GALARDO
et al., 2013). A analise in silico do genoma da An. darlingi mostra uma proteina ortéloga a
Cgml1l/Aaml/Agm3 de ~585 aminoacidos apresentando 66% de identidade e 79% de
similaridade em relagdo a Cqm1, 70% de identidade e 81% de similaridade & Aam1 e 77% de
identidade e 86% de similaridade quando comparada a Agm3, fornecendo indicios de que
possam existir outras proteinas ortdlogas em outras espécies de Anopheles transmissoras da
malaria no Brasil.

O interesse em investigar a presenga de a-glicosidases ortélogas ao receptor Cqm1l da
toxina Bin em outras espécies de Anopheles spp. teve inicio a partir do surto de casos extra-
amazonicos de malaria na cidade do Conde/PA, onde foram coletados espécimes de anofelinos
no local (GOMES et al., 2020). Diante da auséncia de estudos sobre a acdo e possivel
susceptibilidade dessas espécies a toxina Bin, é importante investigar possiveis sequéncias
génicas de a-glicosidases que possam atuar como receptores e realizar analises in silico,

considerando a dificuldade de se realizar estudos de susceptibilidade in vivo com anofelinos.
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2.12 Modo de interacéo entre entre a-glicosidases e a toxina binaria

A interacdo tem inicio ap0s a protoxina binaria passar pelo processo de ativacdo
proteolitica no Iimen intestinal. Depois disso, a toxina ativa reconhece proteinas especificas
gue se encontram ancoradas a membrana no epitélio intestinal da larva, servindo como
receptores (NIELSEN-LEROUX & CHARLES, 1992). Esse processo € bem definido no que
diz respeito ao local de ligacdo no intestino de larvas de Culex pipiens (Cpm1), que ocorre na
regido do ceco gastrico e intestino médio posterior, poréem o mesmo ndo foi detectado para
Anopheles, que é considerado menos suscetivel a acdo da toxina. Em relacdo aos receptores,
Cpml, Cgml e Agm3, a sua expressao como proteinas ancoradas a membrana do microvilli
intestinal é determinante para 0 modo de acgdo do L. sphaericus (SILVA-FILHA et al., 2021).

Foi demonstrado por Ferreira et al. (2014), através de ensaios de mutagénese de sitio
dirigida que a regido N-terminal em Cgml € importante para a ligacdo a toxina. As proteinas
encontradas na familia GH13, como é o caso da Cgm1, apresentam trés subdominios: A, B e C,
onde o dominio B abriga o sitio ativo central e apresenta dobras (B /a))s em forma de barril. Dois
loops saem do dominio central e constituem o dominio A, enquanto o dominio C é constituido
por residuos da regido C-terminal (SHARMA & KUMAR, 2019). A regido importante para
interacdo se localiza nos loops do dominio A, com presenca de alguns residuos do dominio B,
regido onde se encontram os aminoécidos S129 e A312 (FERREIRA et al, 2014; SHARMA &
KUMAR, 2019).

A ligacao de BinB ao receptor Cqml, € uma etapa crucial para a internalizacdo das duas
subunidades (LEKAKARN et al., 2015). A acédo toxica, causada pela BinA depende desta
primeira etapa, e entre os danos celulares causados por essa ligacdo encontram-se destruicao do
microvilli intestinal, danos as mitocondrias, vacuolizagéo citoplasmatica e quebra do reticulo
endoplasmatico. Além disso, foi descrito que as duas subunidades da Bin possuem capacidade

de formar poros na membrana celular, e induzir autofagia (OPOTA et al., 2011).

2.13 Predicéo de estruturas e docking molecular de proteinas de mosquitos

A compreensdo acerca de estruturas proteicas é fundamental para elucidar questfes
entre sequéncia de aminoacidos e a estrutura final da proteina, além de esclarecer sobre pontos
importantes de suas funcionalidades. No entanto, a obtencdo de estruturas proteicas por meio
de métodos experimentais, como cristalografia, é financeiramente custosa e laboriosa, sendo
muitas vezes invidvel em determinados projetos (MCPHERSON & GAVIRA, 2014). Dessa
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forma, ferramentas preditivas de modelagem computacional protéica se apresentam como uma
alternativa para obtencdo de modelos estruturais, utilizando como base uma série de dados
consolidados em repositorios de proteinas, como é o caso do Protein Data Bank (PDB), e, tendo
sua acuraria dependente do nimero de sequéncias homdlogas presentes nos bancos de dados.
A predicdo de estruturas tridimensionais proteicas possui grande importancia para
biotecnologia, sendo utilizada em diversas areas, como no design de farmacos e na compreensao
sobre interagdes proteina-proteina (JISNA & JAYARAJ, 2021).

O docking molecular é outra metodologia importante da bioinformatica associada a
modelagem molecular, e tem como principio a analise do acoplamento entre proteinas ou
ligante-proteina, buscando modos de interacdo predominantes. O objetivo é entender e prever
0 reconhecimento molecular, estruturalmente, encontrando possiveis formas de ligacdo, e
energeticamente, prevendo a afinidade de ligacdo. Dessa forma, no encaixe molecular,
considerando a estrutura das proteinas envolvidas, sdo gerados diversos modelos de interacédo
possiveis, que sdo avaliadas de acordo com uma funcgdo de pontuacdo classificando-os como
potenciais interagdes ou ndo (LI; FU; ZHANG, 2019).

O parametro de energia livre de ligacdo gerado por ferramentas de docking é utilizado
para prever afinidades de ligacdo entre as proteinas, através de simulagfes moleculares e
mecanica estastistica, e ao realizar as possiveis interacdes entre as moléculas, dentre varios
parametros avaliados, € avaliado a energia livre de cada conformacéo espacial do ligante, onde
as menores energias livres geradas sdo consideradas para justificar a conformacéo do ligante
(KITCHEN et al., 2004).

Ambas as metologias de bioinformatica citadas anteriormente estdo sendo utilizadas
para estudos envolvendo proteinas de mosquitos, como para obtencdo de métodos alternativos
de controle. Mesquita et al. (2020), avaliou novos inseticidas neonicotinoides, onde suas
interacGes foram estimadas com o sitio de ligagdo do receptor nicotinico de acetilcolina
(nAChR) por estudos de docking para avaliagdo de atividade larvicida contra An. darlingi.
Selvaraj et al. (2021), investigou a atividade larvicida de novas antraquinonas contra larvas de
Culex quinquefasciatus por meio de docking molecular, comparando aos valores de energia de
ligacdo com a permetrina. Brito et el. (2021), fez um levantamento de possiveis compostos
presentes em 0Oleos essenciais com acgdo repelente para Aedes aegypti, e o docking foi aplicado
para entender o modo de ligacéo e a afinidade do conjunto de dados de 6leos essenciais ao sitio

de ligacéo presente no mosquito.
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3 JUSTIFICATIVA

O Lysinibacillus sphaericus € usado mundialmente como uma ferramenta eficaz no
controle bioldgico de mosquitos de interesse medico. As formula¢Ges comerciais a base de L.
sphaericus, cujo principal fator toxico é a toxina Bin, possui efetiva atividade no controle
populacional de culicideos vetores de patdgenos humanos, refletindo em grande impacto na
salde publica. A acdo inseticida desta bactéria € mediada pela interacdo da toxina Bin com
receptores especificos presentes no microvilli intestinal de larvas de espécies de mosquitos
suscetiveis. A deteccdo da presenca de possiveis receptores intestinais e de seus genes em
importantes espécies de Anopheles spp., com ocorréncia semi-rural e urbana, de caracteristica
invasiva e que podem estar envolvidas com a transmissdo do Plasmodium no Brasil e serem
alvos de programas de controle, ainda € uma lacuna cientifica nos estudos de caracterizacdo do
modo de acdo do L. sphaericus nestas espécies. A descricdo de proteinas ortélogas a Cqml,
potenciais receptores a toxina binaria em diferentes espécies de Anopheles spp., é importante
para caracterizar possiveis modos de acdo molecular da toxina Bin nas larvas destas espécies,
0 que gera conhecimento e contribui para o uso dessa ferramenta no controle de Anopheles no

Brasil.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Espécies de Anopheles spp. envolvidas em um surto extra-amazénico de malaria no
Brasil possuem genes que codificam para a-glicosidases ortélogas a Cgm1 que possam atuar

como receptores da toxina binaria do Lysinibacillus sphaericus?
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5 HIPOTESE

Espécies de anofelinos envolvidas em um surto extra-amazénico de malaria codificam
genes ortélogos ao gene cgml, indicando susceptibilidade a toxina Bin do L. sphaericus,
abrindo novas possibilidades de investigacdo de ampliacdo de uso do larvicida para essas

espécies.
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6 OBJETIVOS
6.1 Objetivo Geral

Caracterizar a-glicosidases de espécies de Anopheles spp., potenciais vetores de
Plasmodium no Brasil, com énfase na sua capacidade de interacdo a toxina Bin do L. sphaericus
cepa 2362.

6.2 Objetivos especificos

a) Identificar os genes que codificam para a-glicosidases ortologas & Cqgm1 em espécies
de Anopheles spp.;

b) Awvaliar as caracteristicas dos genes das a-glicosidases de Anopheles spp. em relagédo aos
ortologos que sdo receptores da toxina binéria;

c) Realizar uma andlise fenética entre as a-glicosidases de Anopheles spp., comparando
com a organizacdo filogenética das respectivas espécies;

d) Predizer a estrutura proteica das a-glicosidases em Anopheles spp. comparando-as com
as proteinas ja descritas Cqm1, Aaml e Agm3;

e) Comparar insilico a interacdo das a-glicosidases de Anopheles spp. com a toxina binaria

através de docking molecular;
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7 MATERIAIS E METODOS

O trabalho tem como metodologia principal inicialmente uma analise in vitro, onde as
sequéncias nucleotidicas foram amplificadas do DNA total de mosquitos da espécie Anopheles
spp., e a partir da obtencdo das sequéncias por meio de sequenciamento iniciou-se a segunda
etapa, que envolve a andlise in silico. Nessa abordagem, foi realizada a predicdo das estruturas
proteicas das possiveis a-glicosidases de cada espécie, e docking molecular com descri¢do de

possiveis regides de interacdo a toxina binaria (Figura 8).

Figura 8 — Fluxograma experimental da metodologia.

Analises in vitro Anadlises in silico

DNA total de Anopheles spp. Sequéncia de AA das proteinas

PCRs - Primers degenerados Predicéo da estrutura proteica

Anadlise de caracteristicas

Clonagem/ Sequenciamento L
proteicas

Obtencéo de sequéncias parciais

Docking molecular — Proteina +
Toxina binaria

Anélise de conservacdo de
caracteristicas % Predicéo de possiveis regides de
interacdo

Fonte: Elaborado pela autora.

7.1. DNAs de espécies de Anopheles spp. utilizadas no estudo

Amostras de adultos de Anopheles spp foram obtidas a partir de coleta ativa realizada
na cidade do Conde/PB por colaboradores, que realizaram a classificagdo taxonémica das
espécies através de analise dos aspectos morfolégicos observados de acordo com a chave de
identificacdo descrita em Consoli et al. (1994) e através de analises moleculares do gene
Citocromo C Oxidase | (GOMES et al., 2020). A extracdo de DNA foi realizada a partir de
amostras teciduais da regido toracica dos mosquitos (incluindo patas e asas), segundo Ayres et
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al. (2002), e apods a ressuspensao as amostras foram submetidas a PCR com primers especificos
para a regido de subunidade 1 do gene Citocromo C oxidase (COI) (GOMES et al., 2020). Os
produtos de PCR foram enviados para sequenciamento em equipamento Applied Biosystems
3500 L genetic analyzer disponivel na plataforma tecnolégica da FIOCRUZ (NPT) do Instituto
Aggeu Magalhaes, e todas as sequéncias individuais foram analisadas e editadas no programa
CodonCode Aligner.

As sequéncias foram comparadas com as sequéncias presentes em base de dados como
Bold System e GenBank, confirmando a identidade de cada espécie, e s6 ap0s as criteriosas
etapas de identificacdo, os DNAs de cada espécie de Anopheles spp. foram cordialmente
cedidos para as analises descritas a seguir (Figura 9) (GOMES et al., 2020). Foram cedidas pelo
mesmo grupo, amostras de An. arabiensis e An. gambiae, coletadas no pais africano Cabo
Verde. Amostras da primeira espéecie apresentaram qualidade para amplificacdo, enquanto An.

gambiae teve seu material degradado e desta forma néo foi utilizada.

Figura 9 — DNAs de espécies de Anopheles utilizadas neste trabalho.

Amostras de DNAs de espécies de Anopheles spp.
utilizados para analise de genes de a-glicosidades
ortélogas a Cqm1l

An. arabiensis
An. aquasalis
An. oswaldoi
An. brasiliensis
An. albitarsis
An. minor
An. triannulatus
An. argyritarsis
An. peryassui
An. sawyeri
An. albimanus

Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: DNAs de espécies de Anopheles spp. utilizados para a amplificagdo inicial com primers degenerados,
e as espécies que obtiveram os genes parciais amplificados e clonados encontram-se em rosa.

Uma grande parte das espécies de Anopheles spp. encontradas no Brasil possuem poucas
informacdes em bancos de dados, que em sua maioria Se concentram em sequéncias

mitocondriais, como é o caso das sequéncias de COI utilizadas para confirmacdo das espécies
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utilizadas neste trabalho (GOMES et al., 2020). Essa escassez de informacdes evidencia a

importancia de aprofundar os estudos para Anopheles no pais, como mostrado no Quadro 4.

Quadro 4 — Informacdes gerais presentes no banco de dados NCBI (National Center of Biotechnology
Information) sobre algumas espécies de Anopheles spp. encontradas no Brasil.

Espécie ID taxondmico | Locais de registro Informac6es
An. darlingi 43151 Paises da América Representacdo de genoma
Central e do Sul completo - GCA_000211455.3
An. aquasalis 42839 Paises da América Representacdo de genoma
Central e do Sul completo - GCA_002846955.1;
An. braziliensis 58242 Paises da América do | 92 sequéncias nucleotidicas e 121
Sul sequéncias proteicas,
majoritariamente mitocondriais
An. albitarsis 58236 Paises da América do | 360 sequéncias nucleotidicas e
Sul 649 sequéncias proteicas,
majoritariamente mitocondriais
An. minor 596826 Guiana Francesa e 6 sequéncias nucleotidicas e 41
Brasil sequéncias proteicas,
majoritariamente mitocondriais
An. triannulatus 58253 Paises da América 866 sequéncias nucleotidicas e
Central e do Sul 852 sequéncias proteicas,
majoritariamente mitocondriais,
ribossomais e referente a enzimas
funcionais
An. argyritarsis 58241 Paises da América 43 sequéncias nucleotidicas e 93
Central e do Sul sequéncias proteicas,
majoritariamente mitocondriais
An. sawyeri 1552952 Brasil 24 sequéncias nucleotidicas e 72

sequéncias proteicas,
majoritariamente mitocondriais e
referente a enzimas funcionais

Fonte: Elaborado pela autora.

7.2 Analise de sequéncias iniciais, desenho de primers degenerados e PCRs

Inicialmente foram realizadas anélises in silico das sequéncias génicas e proteicas das

a-glicosidases ortélogas a Cqgml das espécies de mosquitos cujos genomas ja se encontram

disponiveis, conforme o Quadro 5. Nesta etapa foram avaliadas as caracteristicas basicas dos

genes como conservagdo, presenca e tamanho de éxons e introns, sitios de glicosilacéo,
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avaliacdo de presenca de dominios de familias protéicas conservados e predi¢do de ancora GPI.
As  ferramentas  utilizadas para as andlises in silico foram  BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para analise de sequéncias génicas e proteicas; Bioedit
7.2 sequence alignment editor (https://bioedit.software.informer.com/7.2/) para alinhamento e
analise de sequéncias génicas e proteicas; NetNGlyc 1.0 server predicts N-Glycosylation sites
in human proteins (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0) para predi¢do
de sitios de glicosilacéo; Conseverd domains database - CDD
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) para identificacdo de dominios
conservados de familias protéicas; NetGPlI 1.1 GPl Anchor predictions
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetGPI) para predicdo de ancora GPIl. Os
primers degenerados foram desenhados com base em trechos mais conservados comparando as

sequéncias génicas e proteicas das a-glicosidases ortologas a Cqgml ja descritas anteriormente.

Quadro 5 — Codigo de identificacdo de sequéncias génicas e proteicas de a-glicosidases ortdlogas a Cgml.

Espécie Gene ID Protein ID
C. quinquefasciatus DQ333335 ABC59609.1
Ae. albopictus XM_019692551.2 XP_019548096.2
Ae. aegypti CH477670.1 EAT37485.1
An. gambiae EU165335.1 ABW98683.1
(AGAP008961-RA)
An. darlingi ADMH02000566.1 ETN65875.1
(ADAC002351-RA)
An. aquasalis GAMDO01001051 JAB00540.1
An. arabiensis APCN01003405 (AARA009525-RA) AARA009525

Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: ID de sequéncias génicas (ou de mRNA) e proteicas o-glicosidases ortélogas a Cgm1 disponiveis nos
bancos de dados VectorBase e NCBI.

As amostras de DNAs de Anopheles spp. foram submetidas a reacdes de PCR (Reacao
em cadeia da Polimerase) com objetivo de amplificar as regides dos genes que codificam para
proteinas ortdlogas a Cqml nas espécies de interesse, utilizando primers degenerados universais
(Quadro 6). As PCRs foram realizadas com o kit Platinum® Tag DNA Polymerase High


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://bioedit.software.informer.com/7.2/
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetGPI
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/DQ333335
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/GAMD01001051
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/APCN01003405
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Fidelity (ThermoFisher Scientific™) seguindo as recomendacfes do fabricante. Utilizamos
inicialmente apenas 0 DNA de An. arabiensis para testar a eficiéncia dos primers degenerados
usando um gradiente de temperaturas de anelamento (51°C - 57°C), e todas as temperaturas
testadas possibilitaram a amplificacdo do inserto (~1.6 kb), dessa forma elencamos a
temperatura de anelamento de 55°C como uma temperatura ideal para as demais amostras de
DNAs. As PCRs seguintes foram realizadas com DNA total e apds as reacGes, as amostras
foram submetidas a corrida eletroforética em gel de agarose a 1%. Os fragmentos amplificados
foram excisados do gel de agarose e purificados utilizando o kit Wizard® Genomic DNA
Purification (Promega). Das onze espécies de Anopheles estudadas apenas sete apresentaram
amplificacdo especifica e seguiram para as proximas etapas de clonagem, sequenciamento e
decodificacdo das sequéncias génicas e proteicas das proteinas ortdlogas a Cqm1l (Figura 9).

Quadro 6 — Sequéncia de primers utilizados para amplificar, sequenciar e clonar os genes que codificam para
proteinas ortdlogas a Cqm1 em espécies de Anopheles spp.

Descrigéo 5'-Sequéncia-3'

Anopheles Universal

TTCTAYCAGATCTATCCRCGCTCS
Degenerado F

Anopheles Universal
Degenerado R

KGGTAGRTTSACAAAGTCYCC
3 Anopheles spp. 1F Seq ATGACGGAGGCGTACG

4  Anopheles spp. 1R Seq CGTACGCCTCCGTCAT

5 Anopheles spp. 2F Seq GCTGATGCTGGACTTT

6 Anopheles spp. 2R Seq AAAGTCCAGCATCAGC

7 Aquasalis 1F Seq GGTGATACTGGACTTT

8 Aquasalis 1R Seq AAAGTCCAGTATCACC

9 Aquasalis 2F Seq ATGACGGAAGCGTACG

10 Aquasalis 2R Seq CGTACGCTTCCGTCAT

Legenda: F- Forward; R- Reverse; Seq — primers internos para sequenciamento; Anopheles Universal degenerado
— primers universais para todas as sequéncias de Anopheles cujas degeneragdes estéo sinalizadas em negrito.
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7.3 Clonagem do DNA e sequenciamento

Os fragmentos génicos purificados, foram clonados inicialmente em vetor pPGEM®-T
Easy (Promega), conforme instru¢bes do fabricante. Seguindo o protocolo, os produtos das
ligacGes (inserto + vetor) foram utilizados para a transformacao de células de Escherichia coli
TOP10 quimiocompetentes (Invitrogen), com posterior plaqueamento em Luria-Bertani (LB)
agar + antibiotico ampicilina + Isopropil p-D-1-tiogalactopiranosida (IPTG) + 5-bromo-4-
cloro-3-indoxil-B-D-galactopiranosideo (X-GAL), para selecdo de colénias que continham os
especificos constructos. Mediante o crescimento bacteriano, foram realizados pré-indculos,
onde coldnias foram selecionadas e cultivadas em meio LB liquido + antibidtico ampicilina
O.N. 37°C 200RPM.

Com o crescimento bacteriano do pré-inoculo, foram obtidas preparacdes plasmidiais
de varios clones através do kit QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen). O material foi quantificado
utilizando o espectrofotbmetro NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific), e posteriormente a
clonagem foi confirmada a presenca do inserto por digestdo analitica com a enzima EcoRI-
HF®. Apds confirmacdo por digestdo analitica, as amostras foram enviadas para
sequenciamento automatico, utilizando os primers especificos para o vetor (M13F e M13R) e
0s primers degenerados e internos para sequenciamento de cada amplicon (Quadro 6). A
posterior analise das sequéncias foi feita utilizando o programa DNAstar (Lasergene). Uma vez
confirmada a integridade e a identidade de cada amostra sequenciada, seguimos para as analises

in silico que serdo descritas a seguir.

7.4 Caracterizacdo e montagem das sequéncias parciais dos genes e de suas respectivas

proteinas de Anopheles spp. ortélogas a Cqm1l

As analises in silico se iniciaram apds o sequenciamento das construgdes plasmidiais,
com a montagem das sequéncias de nucleotideos pela ferramenta SeqMan do DNAstar, e foi
possivel obter todas as sequéncias consensos parciais de cada gene clonado. Os alinhamentos
multiplos das sequéncias génicas foram realizados através das ferramentas MegAlign®
(DNAstar Lasergene) e Bioedit (HALL, 1999) a fim de identificar as regides de exons e introns
com base nas sequéncias ja caracterizadas de cgml (DQ333335), agm3 (EU165335.1) e An.
darlingi (ADMH02000566.1). A edicdo das sequéncias génicas parciais, retirada de introns,
montagem dos éxons, e obtencdo das sequéncias de aminodcidos (traducdo) foi realizada
através do programa EditSeq® (DNAstar Lasergene) e SnapGene®5.2.5.1 (Insightful Science).


https://www.promega.com.br/products/pcr/pcr-cloning/pgem-t-easy-vector-systems/
https://www.promega.com.br/products/pcr/pcr-cloning/pgem-t-easy-vector-systems/
https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/DQ333335
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A identidade e similaridade das sequéncias de aminoacidos das proteinas ortdlogas em
relagdo as sequéncias ja descritas das proteinas Cqgm1, Aam1 e Agm3, foram obtidas através da
ferramenta Blast® Global Alignment (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). O alinhamento das
sequéncias protéicas foi realizado através do BioEdit Sequence Alignment Editor. A disposicao
de sitios de glicosilagcdo nas proteinas foi obtida através da ferramenta on line NetNGlyc 1.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0), que sdo considerados os
potenciais de cada sitio de n-glicosilacdo. Durante a avaliacdo, os valores potenciais sao
considerados dentro de parametros de nove redes neurais, e agueles que ultrapassarem o limite
padrdo (threshold) de 0,5 indicam um possivel sitio de glicosilacdo, desde que possuam a
sequéncia de aminoacidos necessaria (N-X-T/S). Desta forma, os potenciais sdo organizados
pelo limite padrdo e sua concordancia com a saida média das 9 redes neurais, através da
representacdo (+/-) (GUPTA & BRUNAC, 2002).

A identificacdo de dominios conservadas de familias proteicas, ou seja, dominio
catalitico para alfa amilase encontrado em maltases (alfa-glicosidases) e proteinas relacionadas
(AmyAc_family) nas sequencias proteicas estudadas pode ser confirmado através do CD-search
da ferramenta Conseverd domains database
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi), e com base na descricdo de blocos
conservados de a-glicosidass feito por Krasikov et al. (2001). Diante de estarmos trabalhando
com sequéncias proteicas parciais, ndo tivemos acesso a regido C-terminal das proteinas
ortologas de Anopheles spp. e desta forma ndao conseguimos aplicar uma analise de predicédo de

ancora GPI.

7.5 Organizacao fenética das proteinas ortologas

A relacdo filogenética das espécies de Anopheles spp. estudadas foi construida pela
autora com base na classificagéo realizada por Harbach, 2013, considerando tanto a diviséo de
subgénero quanto as divisdes informais, que envolvem secdes e series. Considerando as
sequéncias proteicas parciais obtidas neste estudo, foi realizado um alinhamento fenético entre
as sequéncias de Anopheles spp. e Cgml, Aaml e Agm3, através do programa COBALT _
Constraint-based Multiple Alignment Tool _ Phylogenetic Tree View. Essa ferramenta realiza o
alinhamento de multiplas sequéncias, onde se é avaliado uma série de parametros derivados de
bancos de dados, como dados de dominios conservados, dados de motivos de proteinas e
similaridade entre as sequéncias avalidas, utilizando as ferramentas RPS-BLAST, BLASTP e
PHI-BLAST, sendo organizadas em um alinhamento multiplo progressivo (PAPADOPOULOS


https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetNGlyc-1.0
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
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& AGARWALA, 2007). Com os resultados da andlise fenética, foi possivel realizar a
comparacdo com o alinhamento filogenético e confirmar a organizagdo das sequéncias de

acordo com as espécies.

7.6 Caracterizacgado das estruturas das proteinas ortélogas estudadas

As estruturas das proteinas de interesse foram preditas e modeladas pela ferramenta on
line Phyre? (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/), que utiliza deteccdo remota de homologia
para construir modelos 3D, avaliando o efeito de aminoacidos variantes. Foi utilizada a estrutura
ja descrita de Cgm1 (PDB ID - 6K5P) (KUMAR & SHARMA, 2019), para qual as proteinas
apresentam maior homologia (KELLEY et al., 2015). Para avaliacdo das estruturas formadas
quanto aos angulos de torcdo de cada aminoacido (Plot de Ramachandran) dentro da estrutura
final, foi utilizada a ferramenta online MolProbity (http://molprobity.biochem.duke.edu/), que
possibilita avaliar os residuos que se encontram nas regiGes energeticamente favoraveis e
orienta quanto a qualidade para se utilizar modelos teéricos com tal proteina (WILLIAMS et
al., 2018).

As estruturas de Cgm1, Aaml e Agm3, utilizadas como controles nas proximas etapas
também foram preditas pelo Phyre2. As sequéncias utilizadas para a predi¢do foram Cgml -
GenBank: ABC59609.1, Aam1 - GenBank: EAT37485.1 e Agm3 - GenBank: ABW98683.1.
Depois de todas as estruturas estabelecidas, com a ferramenta PyMOL 2.5 foi possivel delimitar
nas proteinas de interesse a regido similar em Cgm1l ja descrita em outros trabalhos como
essencial para ligacdo a BinB (FERREIRA et al, 2014), que esta entre 0os aminoacidos S129 e
A312, com énfase nos aminoacidos 155PATGGG160. O alinhamento para comparacdo das
estruturas foi realizado pelo TM-Align (https://zhanggroup.org/TM-align/), onde é realizado
um alinhamento de residuos de duas estruturas, e quanto mais proximo de 1,0 melhor a

combinacéo das proteinas.

7.7 Docking molecular

A partir da predicdo e analise das estruturas das proteinas de interesse, iniciou-se a
analise de docking molecular, a fim de se avaliar possiveis interagdes in silico entre as proteinas
de interesse (potenciais receptores da toxina Bin) e a toxina binaria. A ferramenta utilizada foi
0 HDOCK Server (http://ndock.phys.hust.edu.cn/), que foi utilizada para realizar dockings
moleculares do tipo proteina-proteina (YAN et al., 2020). Para analise, como ligante foi


https://www.rcsb.org/structure/6K5P
https://zhanggroup.org/TM-align/
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utilizado o cristal Bin com os dois heterodimeros (BinA e BinB), disponivel em bancos de dados
(PDB ID —5FQY) (COLLETIER et al., 2016), e como receptor foram utilizadas as proteinas ja
descritas Cqm1, Aam1 e Agma3, e as proteinas ortélogas de Anopheles spp. obtidas neste estudo.

A energia livre considerada pelo programa é organizada em forma de score, onde 0s
melhores modelos utilizados para predizer os complexos de interacdo sdo separados em um
ranking. Neste ranking, os primeiros modelos apresentam menor energia livre de ligacéo, e esta
energia esta associada a campos de for¢a e potenciais estatisticos (YAN et al., 2020). Desta
forma, neste trabalho foram consideradas as energias dos primeiros 10 modelos, e os resultados
dos primeiros dockings para BinAB-Cgm1 foram utilizados como base para se avaliar os scores
das proximas interagdes.

A andlise de Docking, foi conduzida com a estrutura completa do cristal da toxina
binaria, considerando os dois heterodimeros, pois a conformacédo da BinA pode interferir nos
sitios de ligacdo da BinB, e sua presenca € essencial para se compreender 0s mecanismos de
interagdo in silico. Além disso, é importante relembrar que foi demonstrado por Charles et al.
(1997) que ambas as subunidades da Bin possuem a mesma afinidade e capacidade de ligacao
ao epitélio de An. gambiae, o que ndo ocorre em Culex pipiens, demonstrando a importancia de
se consideradas as duas subunidades no docking.

A proteina Cgm1 foi utilizada como modelo positivo de interacdo, ja que esta proteina
possui a melhor afinidade de ligacdo a toxina binaria dentre as testadas. Na Cgm1, a regido
necessaria para interacdo a Bin encontra-se entre 0os aminoacidos S129-A312, descritos em
Ferreira et al. (2014). Na toxina binéria, a regido importante para a interacdo encontra-se na
porcao BinB entre os aminoacidos N33-L158, descritos em Roméo et al., 2011. Apds submissado
do docking na plataforma, os dez primeiros modelos de possiveis interaces foram salvos para
analise, onde foram evidenciados tanto a estrutura quanto os aminoacidos envolvidos nesta
ligacdo. Tambeém foram arquivadas a energia livre de cada interacgao.

Para ampliar os resultados foi realizado uma repeticao dos dockings de Agm3 e espécies
de Anopheles spp., sem delimitacdo de possiveis aminoacidos de interagdo de nenhuma das
proteinas envolvidas, ja que para essas espécies tais informacdes sdo desconhecidas, e os dados
foram salvos para analise comparativa, tanto da estrutura quanto dos aminoacidos envolvidos.
Também foram arquivados a energia livre de cada interagdo. Os resultados de docking foram
observados na ferramenta PyMOL 2.5, sendo assim possivel visualizar a alinhar os modelos de
ligacdo gerados. Na ferramenta, foram diferenciadas cada estrutura, desde o ligante (BinA e
BinB) e suas regides consideradas como essenciais para a ligacdo com o receptor, e dessa forma
foram geradas imagens para cada possivel interacéo.


https://www.rcsb.org/structure/5FOY
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8 RESULTADOS

8.1 Amplificacdo e clonagem dos fragmentos génicos que codificam para proteinas

ortélogas ao receptor Cqml em Anopheles spp.

As PCRs com os primers universais degenerados para amplificacdo das sequéncias
génicas parciais que codificam para as a-glicosidases ortlogas ao receptor da toxina Bin em
Cgm1 foram conduzidas com sucesso. Foram utilizadas amostras de DNAS de onze espécies de
Anopheles spp. (An. arabiensis, An. aquasalis, An. oswaldoi, An. brasiliensis, An. albitarsis,
An. minor, An. triannulatus, An. argyritarsis, An. peryassui, An. sawyeri e An. albimanus).
Apenas duas das onze amostras de DNAs das espécies de Anopheles spp. ndo apresentaram
amplificacdo de bandas, que foram An. oswaldoi e An. peryassui. Acreditamos que a dificuldade
de amplificacdo destas duas amostras foi decorrente da qualidade do DNA que apresentava
sinais de degradagdo. As amostras de An. arabiensis foram utilizadas apenas para testes de
padronizagao.

Todos os produtos de PCRs obtidos de ~1.6 kb foram visualizados em corrida
eletroforética em gel de agarose a 1% (Figura 10). Utilizamos uma amostra de DNA de An.
gambiae porém nao tivemos sucesso na amplificacdo do gene agm3 devido baixa qualidade da
amostra (Figura 10, Amostra 2). Também conseguimos amplificar a sequéncia génica parcial
~0.8 kb do gene de An. albimanus, que se apresentou menor do que o tamanho esperado, e
provavelmente por isso ndo conseguimos ter sucesso na clonagem (Figura 12, Amostra 2).

Seguimos as demais analises utilizando a PCR purificada de An. albimanus.

Figura 10 — Eletroforese em gel de agarose a 1% dos amplicons génicos que codificam para a-glicosidases
ortélogas ao receptor Cgml de diferentes espécies de Anopheles spp.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: C - Controle negativo sem DNA, e as seguintes sequéncias, em ordem: 1 - An. arabiensis, 2 - An.
gambiae, 3 - An. aquasalis, 4 - An. oswaldoi, 5 - An. braziliensis, 6 - An. albitarsis, 7 - An. minor, 8 - An.
triannulatus, 9 - An. argyritarsis, 10 - An. peryassui e 11 - An. sawyeri. MM: Marcador molecular 1 kb Plus DNA
Ladder - Thermo Fisher Scientific; pb: pares de bases.

Figura 11 — Eletroforese em gel de agarose a 1% dos amplicon génico da espécie An. albimanus.
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Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: 1- An. albimanus. MM: Marcador molecular 1 kb Plus DNA Ladder - Thermo Fisher Scientific; pb:
pares de bases.

Todos os fragmentos génicos referentes as espécies de Anopheles spp. que apresentaram
bandas de tamanho molecular similar a ~1.6 kb foram purificados. Destes oito fragmentos
génicos, sete foram clonados em pGEM®-T Easy com sucesso e apenas para An. sayweri
utilizamos diretamente o produto de PCR para as demais analises (Tabela 1). As digestbes
analiticas de todas as minipreparac@es plasmidiais obtidas neste estudo, realizadas através da
utilizacdo da enzima EcoRI-HF®, evidenciaram a liberacéo de insertos especificos de ~1.6 kb
(Figura 12), e estes, juntamente com as PCRs purificadas de An. albimanus e An. sawyeri, foram
sequenciados utilizando além dos primers degenerados, 0s primers de sequenciamento internos
previamente desenhados com tal objetivo (Quadro 6), e primers do plasmideo M13F e M13R

confirmando a identidade e integridade das sequéncias obtidas.

Tabela 1 - Quantificacdo de algumas minipreparac6es plasmidiais e produtos de PCRs purificados enviadas para
sequenciamento através de equipamento NanoDrop® 2000.

Nome da amostra Concentracao (ng/ul) Razao 260/280
Miniprep 1.1 156,6 1,87

PCR purificada 2 14,7 1,70
Miniprep 3.1 546,8 1,89
Miniprep 4.1 345,0 1,89
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Miniprep 5.1 414.8 1,91
Miniprep 6.1 617,6 1,97
Miniprep 7.1 577,0 1,82
Miniprep 8.1 74,0 1,91
PCR purificada 11 10,4 1,86

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Seguintes sequéncias, em ordem: - 1.1 - An. arabiensis, - 2 - An. albimanus, - 3.1 - An. aquasalis, - 4.1
- An. braziliensis, - 5.1 - An. albitarsis, - 6.1 - An. minor, - 7.1 - An. triannulatus, - 8.1 - An. Argyritarsis, - 11 —
An. sawyeri. A razdo das absorbancias (nm) 260/280 > 1,8 indica pureza da amostra de DNA.

Figura 12 — Eletroforese em gel de agarose a 1% de minipreparagdes plasmidiais apds digestdo analitica com a
enzima EcoRlI para liberacdo da regido de interesse clonada em pGEM®-T Easy.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Seguintes sequéncias, em ordem: - 1 - An. arabiensis, - 2 - An. albimanus, - 3 - An. aquasalis, - 4 - An.
braziliensis, - 5 - An. albitarsis, - 6 - An. minor, - 7 - An. triannulatus, - 8 - An. argyritarsis. MM: 1 Kb Plus DNA
Ladder -Thermo Fisher Scientific; pb: pares de bases. Fragmentos liberados pela digestdo apresentam tamanho
esperado de 1,6 kb, enquanto o vetor apresenta tamanho esperado de ~3,0 kb.

Apenas a minipreparacdo plasmidial de An. arabiensis e a PCR purificada de An.
albimanus ndo apresentaram qualidade suficiente nos resultados de sequenciamento, sendo
assim, em paralelo aos experimentos de repeticdo com estas amostras prosseguimos com as
demais analises apenas com as amostras que apresentaram resultados de sequenciamento de
6tima qualidade que foram: 1- An. aquasalis, 2- An. braziliensis, 3- An. albitarsis, 4- An. minor,

5- An. triannulatus, 6- An. argyritarsis, 7- An. sawyeri.
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8.2 Caracterizacdo e montagem das sequéncias dos genes e das proteinas ortologas ao

receptor Cqml

As sequéncias génicas parciais que codificam para a-glicosidases ortdlogas a Cqm1l em
Anopheles spp. foram obtidas com sucesso e nestes fragmentos obtidos neste estudo foram
contemplados o primeiro éxon, o primeiro intron e o segundo éxon. Para os alinhamentos
multiplos foram utilizadas como molde as sequencias de cDNA de cqm1 (XM_001863660.2) e
agm3 (EU165335.1) depositadas no Genbank, facilitando a identificacdo do intron 1. O
alinhamento génico evidenciou certo nivel de conservacdo entre as sequéncias (Figura 13).
Todos os fragmentos génicos de Anopheles spp. apresentaram o 1° intron com ~70pb, seguindo
0 padrdo de sitios de corte do splicing GT/AG.

Com excecdo de An. aquasalis, que possui seu genoma descrito em bases de dados,
todas as outras espécies (que foram encontradas e descritas em territdrio brasileiro) nédo
possuem uma grande quantidade de sequéncias nucleotidicas descritas em bancos de dados,
conforme abordado no Quadro 4, reforcando a importancia da descrigdo dessas sequéncias.

Figura 13 — Sequéncias génicas parciais que codificam para as proteinas ortélogas a Cqm1 em espécies de
Anopheles spp.
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agm3 GCl CGCGAACCGGA( G'GAA'GACTGGT'CCAGC'TGCC'CGTTCTATCAGATCTATCCEC
An. aquasalis —-—-———-—————m— e — | TTCTATCAGATCTATCCGC
An. braziliensisS—---——————————————m e ——————— TTCTATCAGATCTATCCGC
An. albitarsis —--—-———————————— " ——————— TTCTATCAGATCTATCCGC
An. mMinor = —mm oo TTCTATCAGASCTATCCGC
An. triannulatus-----———————— - TTCTATCAGATCTATCCGC
An. argyritarsis--—--—--—-————————— - —— | TTCTATCAGATCTATCCEC
An. sawyeri @ — oo o e —
cqgml
agm3
An. aquasalis
An. braziliensis{eijeeigjenr\ee
An. albitarsis
An. minor
An. triannulatu CTCETT
An. argyritarsis{ejeeigy
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L S SN C T C G T T LA GG ARAGCAARGGCGARGGTAT CCGRGARCTHAAGGGRATCACRTCCRAGETGGAGTARCTG

220 230 240 250 260 270 280
B P O e O O P o L I I PPN e
cgml TARTEECIRTE: A AGECCECCGTTCLVGTCIACCGET AT
agm CCACCGTTCEGTC C
An. aquasalis usC T ISCCACCITTCLYAGTCIACCGTT T
An. braziliensi T CCACC,‘.TTCMGTCECCGTT C
An. albitarsis T ICCACCGTTCLY\GTCL\CCGTT Ac
An. minor CCACCGTTCEGTC CCGTT AT
An. triannulatu T {®CCACCGTTC C
An. argyritarsi $CCACCGTTCE®GTCLCCGTT C
An. sawyeri T RccaccarrciterdicceTT C
290 300 310 340 350
T PP ..
cqml ALy 2 TACGOULAT
agm3 Az A J AIATGGAGGAGCTGATGERGA
An. aquasalis Az ARTTCTACGACATI\CAGCCCGAGTA AIATGGAGGAGCTGATCGAGGA
An. braziliensisy NS TTCTACGACATLICAGCCCGAGTA AGATGGAGGAGHTGATCGAGGA
An. albitarsis |\ TR TACGACAT ICAGCCCGAGTA AGATGGAGGAGCTGATCGAGGA
An. minor A ACTTINTACGACAT®CAGCCCGAGTA A 2
An. triannulatus) AeTTCTACIXSCATSCAGCCCGAGT2
An. argyritarsisn ACTTCTACGACATLICAGCCCGAGTA
An. sawyeri E A Acacccceacra
420
.. N P P ..
cgmi ATCAAGCTGATGCTGGAYT THNA IGACBAGCAC
agm3 ATCAAGCTGATGCTGGACTTHA2 CGAEGAGCACGHT
An. aquasalis ATCAAGCTGATGCTGGACTTHAR SGACGAGCACS
An. braziliensisG ATCAAGCTGATGCTGGACTTHAR I\GACGAGCACS
An. albitarsis ATCAAGETGATGCTGGAGT TS S GATIGAGCATRLAMN
An. minor ATCAAGCTGATGCTGGACTTHiA @ GACGAGCACER
An. triannulatusGTEee.\ee ATCAAGETGATGCTGGACTT N ACGAGCACHA
An. argyritarsisGGEee.\ed ATCAAGCTGATGCTGGACTT R ACGAGCACHA
An. sawyeri ATCAAGCTGATGCTGGACTT(@A CGACGAGCACCE
430 440 450 460 470 480 490
| | \ | \ [ \ | | \ \ \
cqmi TGRG2 ele AieC el \GTACLIGIGAC TN T ARG TETGGLYEACC]
agm3 TGUGCI YR GAACEEGGTT
An. aquasalis GAGTCGGCC\GGEARINe
An. braziliensi CMTC
An. albitarsis nelelenrVicc GECGTACCGGGACTACTACGTHTGGC
An. minor THCGH A
An. triannulatu AR C&“CC G
An. argyritarsi GAGTCGGCCMGG GMC A
An. sawyeri GAGTCGGCCMGG GEC
500 510 520 530 540 550 560
| | \ \ | | .. | | \ I P P
cqml NGGETCGGCETGGANT Ly A
agm3 o BCcaCCTGeAGT LA
An. aquasalis GhTCGGCCTCEA T oA
An. braziliensi A chTCGGCCTCCANCT A
An. albitarsis RatrcaaecTacalloTE aeA
An. minor el GCCEGCETGGAEGT'CGH
An. triannulatu S GGITCGGCCTGGALGT oA
An. argyritarsi Clel 'TCGGCCTGGGT'
An. sawyeri CGGRTCGGCCTGG‘CGT‘CCQ
570 580 590 600 610 620 630
I P P P PO Py \ Feeeadeeelonall \
cgml 2 Ale A GAGTACTATCTGCACCAGTT}XA 2 2 AKTGAACTACCGELATCCH
agm3 A Nelearlaly: A ASCTGAACTARICGC;
An. aquasalis A GGTGAGTACTATCTGCACCAGTTCACGEAIAAGCA ACTGAACTACCGCLATCC
An. braziliensisCE@iGex GGTGAGTACTAECTGCACCAGTTCAC‘GHT" A NSCTGAACTACCGCHATCC
An. albitarsis A GGTGAGTACTATCTGCACCAGTTCACGEANAAGCA: NSCTGAACTACCGCHATCC
An. minor A2 GGTGAGTECTAECTGCAECAGTTCACCAH AAGCH 'CCTGAACTACCGEﬁg;EE
An. triannulatusChl I GGTGAGTAITATCTGCACCAGTTCACGEASAAGCA AWCTGAACTACCGCEATCC
An. argyritarsisT@iaeedeceleier.ev.Xohv Xshlelel.Xelo) Yol ilel.Xele oYV Yelel\n AGCTGAACTACCGCSATCC
An. sawyeri A GGTGAGTACTATCTGCACCAGTTCAC GET~~ A ACCTGAACTACCGC®ATCC
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640

P I
cqgml AAG GG
agm3 C GG.
An. aquasalis C CC
An. braziliensisGeC CC
An. albitarsis G CC
An. minor G GG.
An. triannulatusGTG GC
An. argyritarsisheGT] GGG
An. sawyeri GT| GGG

710 720

I I | | . [
cgml Al A A
agm3 H A
An. aquasalis HTGCGATCAACCACATGTTCGAGG~
An. braziliensisHTGCGATCAACCACATGTTEGAGG~
An. albitarsis [T{eleler\iol:V-Xe{or-Xor-Ujedwiieler.Neley.
An. minor H GCGATCAACCACATGTTCGAGGA
An. triannulatusnTGCGATCAACCACATGTTCGAGG~
An. argyritarsisHTGCGATCAACCACATGTTCGAGG~
An. sawyeri [AIWGCGATCAACCACATGTTCGAGGA

cgml A
agm3 A A ACCACATCTACACEAAGGACAY
An. aquasalis TT ] ASCACATCEACACCAAGGACALMCCGGR
An. braziliensisCTR A
An. albitarsis CT] T
An. minor A
An. triannulatusTT]
An. argyritarsisCT]
An. sawyeri CT
cqmi ArfenEaTGE N TAR J ACIATCATICTGATGACGGALGCGTAIYICGY
agm3 2 N\CARACeATCATCATEATGACGGAGGCGTACGCGT]
An. aquasalis CAGCTGTGCGAGG2 AACeATCATCCTGATGACGGAGGCGTACGCGT
An. braziliensidseTeXelsileijeleel.Xele\Tv-Nelelslelelele.Xei \n el AACEATCATCCTGATGACGGAGGCGTACGCGT
An. albitarsis ‘AGCTGTGCGAGG‘TTATGGECGCEAGAHG AAC®ATCATCCTGATGACSGAGGCHTACGCHT
An. minor ICAGCTGTGCGAGGASTH GE ACAAACOATCATCCTATGACGGAGGCGTACGCAT
An. triannulatu CAGCTGTGCGAGG2 AINGGLCAAEACEATCATCCTGATGACEGAGGCGTACECGT
An. argyritarsiseeTeXelsileilelsle.YelaCCr J AR EACEATCATCCTGATGACGGAGGCGTACGCGT
An. sawyeri WNCAGCTGTGCGAGGAWE2 2 AR EACEATCATCCTGATGACGGAGGCGTACGCGT]
cqml [eeATCGAGESIACGATG
agm3 CGATCGAGAACACGATG
An. aquasalis [dIMHSNLVITINelerNE
An. braziliensisjeerNjelerNer.v:XerNeler.bijel
An. albitarsis [daXeealVXeYele e
An. minor CEATCGAGAACACGATG
An. triannulatuse@MeeXel.VXo Yol \e!
An. argyritarsisjeerijeerNer Ve :\eCr:
An. sawyeri CGATCGAGAACA
990 1000 1010 1020 1030 1040 1050

| \ | | | | [T | \ | oo
cgml CAGAASGCHETINGGECTGAAGLYEITCGAT G
agm3 ICAGAATGCGATSGGECTGAAGCAETCGATN T
An. aquasalis CAGCTCATCTACG2 A2 AINCAGAATGCGATIGGETGAALCAINTCGATYY C
An. braziliensi CAGCTCATCTACGR J AICAGAATGCGATHG! 'CTEAAGEAHTCGATC Ci
An. albitarsis WCAGCTCATCTACGR : 'TCAGAATGCGATCGEEETGAAGCA'TCGATC C
An. minor WCAGCTCATCTACGR AeCAGAABGCGATSG ‘CTGAAGCAETCEATC G
An. triannulatu CAGCTCATCTACG2 AINCAGAATGCGATSGGCTGAAGCAINTCGATY C
An. argyritarsi CAGCTCATCTACG2 e Al CAGAATGCCAT MGG ACTGARGCA TCCATY C
An. sawyeri CAGCTCATCTACGA N A CAGAATGCCATGERCTGAAGCA WTCGATY C

1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120

cealooal ] . e N T P T P e
cqgml 2TGAACLAGATGCCGGCHY AACHCCLIAGCTGGGT/AGC Y AJNGATCACTC T. GT
agm3 TGAACCATAT GGCles AUVAClele CGAGCTGGGTYGChy A®GATCACTC T GCE
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VY- CEEENE SR\ TGAACCATATGCCGGCICGECAIACACCGAGCTGGGT®GCEGGLITCGCA
An. braziliensisTENXde\v\eddee AACACCGAGCTGGCTRGCGE ITCGC
An. albitarsis TigVXeleXvNiclelene
An. minor T@AACCATATGCCGG!
An. triannulatusCieNXee Ly (elddlele]
An. argyritarsisCiyerVeer\v:Vieclelelele]
An. sawyeri TGAACCATATGCCGG
cgml
agm3
An. aquasalis
An. braziliensisCTeedeigye
An. albitarsis
An. minor cGlEGTTGG
An. triannulatusCTgeldlecclee
An. argyritarsisGCeleleeigyelel
An. sawyeri (el
1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260
B o S e L e e T T I
cgml AT A C G ittt
agm3 =00z GegNee--—-—-—-— e
An. aquasalis AEALY ] —iATT——TTCCTTTTGAEATCAT A
An. braziliensis -L\G Ty - — T @ CTGTTAGT TSGGA
An. albitarsis 3 CATClElen TR TIC s sele GIVC T /el
An. minor = GASvAeeuy.VIGOGA---AGGAGAGET MYy ———————— GCCGGCGCTC@RLTA
An. triannulatusCidXeiweleiy.VXeuyNeCTACGTCACTACEGE®- - -ATA--NTTTGCTTG! A
An. argyritarsis A GCCTAGT T TIleINGC] CETAGCCTAETSRIG
An. sawyeri NEGCCTAGT TS TI@IGC] CETAGCCTAETSHIG
cgml A A
agm3 A GGACTHNCAA(
An. aquasalis A A Al GGACTIACAAGGEGGCCGARCAGTTTGACAACC
An. braziliensi Nelelen J GeACTHCAAG AGGCCGAGCAGTTTGAIAACC
An. albitarsis ; A GGACTICAAGG \GGCCGAGCAGTTTGACAACT
An. minor ga ‘TGC‘GGACTECAAEGHGGCCGAGEEGTETGACAACC
An. triannulatu AGGGLIGAAGAGATCG! T'TGCRGGAET'CGQG $GGCCGAGCAGTTTGACAACC
An. argyritarsi AGGGL\GAAGAGATCGGEATGCIGGACT ICAAGG 4 GGCCGAGCAGTTTGACAACT
An. sawyeri AGGE JGAAGAGATCGOEATGCEGGACT, CAAGG SGGCCGAGCAGTTTGACAACC
1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400
\ \ N \
cqml ACIECCGATGCAGTGGGAC{eleuy
agm3 GAACCGCACACCGATGCAGTGGGACALX$IIC®ATINTCEGCCGGGTTCA
p-JEY: CEV-ERE RN G A A CCGCACACCGATGCAGTGGGACALSACOATINT CisICIIGGG T TCA
An. braziliensis@NldeewuXdXederNicld teueleld Xa\GT. NG
An. albitarsis [@N\TldeoYeXoleClbielviYellelelel X \GT
An. minor GAACCGHACECC®ATGCAGTGGGACA!YeA
An. triannulatus@VXddeldXd Xl Nelo Yeuleleler e \GC:
An. argyritarsis@¥XddeldXoXoeelNelo Yeuleleler X \GC:
An. sawyeri GAACCGCACACCGATGCAGTGGGACAESA
cgml
agm3
An. aquasalis
An. braziliensi
An. albitarsis
An. minor
An. triannulatu
An. argyritarsi
An. sawyeri
cgml
agm3

An. aquasalis
An. braziliensi
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An. albitarsis
An. minor
An. triannulatus);
An. argyritarsi
An. sawyeri
cqgml
agm3 A \an
An. aquasalis AINTCGTTCGTGACGGTGCTCAR
An. braziliensi AWTCGTTCGTGACGGTLICTCAA
An. albitarsis AINTCGTTCGTGACGGTGCTCAR
An. minor AGACGETCCTRACEGTRCTCAR
An. triannulatu AINTCGTTCGTGACGGTGLTCAR
An. argyritarsi AMTCGTTCGTGACGGTGCTCAR
An. sawyeri A®TCGTTCGTGACGGTGCTCAA
1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680
DR R [ O I I A o o e L P L I
cgml NG &N TACEGTGGATCTGGGLIGAIT TG T EAANCTINCCIE®-Y CG. C
agm3 ] ] ‘GEACGGTEGATETGGGHGACTTTGTCTACCC CI{eAC
An. aquasalis A6 GGGCGTACGGTGGATCTGGGEGACTTTGTEAASCTACC Cl ettt bl bttt
An. braziliensi AeGGGCGTACGGTGGATCTGG GACTTTGTd”TCTACCC ——————————————————————
An. albitarsis GGECIXSACGGTIGATHTGG! cacTTTGTARSCTACCC N
An. minor A ‘GGGCGTACEGTGGATCTGG GACTTTGTd“CCTACCC ——————————————————————
An. triannulatu ABGGGCGTACGGTGGATCTGG ‘GACTTTGTCTACCC ——————————————————————
An. argyritarsi A CTGGHGACTTTGTCTACCC ——————————————————————
An. sawyeri = [eGeeeCer\Cleleleseiv.Noeeiieler \CloyTe - —-—————————————————————— e ——————
1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750
N T I N o I N R E o O T S L
cgml CGCAACCGA); VAGINCGLY: ATGA AcPCGGCARNGT GCiNeGGA®CeT!
agm3 CGCAACCGA}Y AR ThY, B AJRA TCATCEA CTpyeCT! Ch
An. aquasalis @ —mm oo oo e
An. braziliensis-——-—-————— - - - - oo
An. albitarsis —————-"m - - T
An. Minor = = o e oo ——— -
An. triannulatus--—--—--—- - - - - -
An. argyritarsisS-———-———— - - mm o -
An. sawyeri = @ —m—mmm e m e
1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
N I T o e o o e L F S I e
cgml TT T| C GTC CTAINCAAC] TGGATINGCTGCI¥AGC
agm3 TT CGTT]| TGG. GT TCGIYGCG C TCGICGCCTGTT;
An. aquasalis @ —mm oo oo e
An. braziliensis-————————— - - - - oo
An. albitarsis —————-"m - m oo
An. Minor = = o e oo ——— -
An. triannulatus-—-—————— -
An. argyritarsisS--——-—-———————— - — - e
An. sawyeri = @ —m—mmm e e — e ———— -
1830 1840
F e T I
cqml ATTATGECCAGET WARTISNCGTGIENE
agm GCAGCTETTGAECLT TTAA---
An. aquasalis  ----------------—--———————-
An. braziliensis-----—--—-—-———-——————————-—-
An. albitarsis -------—-—-—-—-—-—-—-———-—-
An. minor = =  —----—-—-—-————————————————
An. triannulatus----------------—-—-——--——-——-—-—
An. argyritarsis--------—--—--—-——————-—-———-—-
An. sawyeri -—------—-—m—m—————————————o

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: cgml: Sequéncia de cDNA (ID Genbank DQ333335); agm3: sequéncia de cDNA (ID Genbank
EU165335.1); Letras em vermelho indicam os primers flanqueadores F e R que foram utilizados para amplificar
a sequéncia total do gene agm3; Setas em laranja indicam a posicéo dos primers degenerados universais utilizados
neste estudo; Setas de duas pontas na cor azul indicam as posi¢Bes dos primers F e R internos de sequenciamento;
Linha vermelha indica a regido do intron 1 identificado em todas as sequéncias.



Caracterizacdo de a-glicosidases de espécies de Anopheles spp... Cordeiro, M. D. O. 64

Apols a analise das sequéncias de nucleotideos de cada gene, foram geradas as
sequéncias de aminoacidos utilizando a ferramenta BioEdit Sequence Alignment Editor, onde
todos os fragmentos génicos apresentaram o mesmo tamanho ~487aa, com exce¢do da amostra
de An. sawyeri com ~474aa (Quadro 7). Estas sequéncias proteicas parciais ndo possuem 0s
~35 aminoacidos na por¢do N-terminal e ~62 aminoacidos na regido C-terminal, com excec¢éo
da amostra de An. sawyeri, que perdeu 6 aminoécidos a mais na por¢do N-terminal e 7
aminodcidos na regido C-terminal. Ao serem submetidas ao BLAST, todas as sequéncias de
aminoacidos apresentaram mais de 70% de identidade e similaridade quando comparadas as

proteinas de referéncia Cgm1, Aaml e Agm3 (Quadro 7).

Quadro 7 — Sequéncia parciais de aminoacidos de a-glicosidases ortélogas a Cqml presentes em espécies de
Anopheles spp. e suas identidades/similaridades com as proteinas de referéncia Cqm1, Aaml e Agm3.

Espécie

Aminoacidos

Sequéncia

Identidade/
Similaridade
Cgml

Identidade/
Similaridade
Aaml

Identidade/
Similaridade
Agm3

An.
aquasalis

487aa

FYQIYPRSFKDSNGDGIGDLKGITSKLEYLAGLGI
DAAWLSPPFKSPLRDFGYDVSDFYDIQPEYGTVA
DMEELIEESHRHGIKLMLDFIPNHSSDEHQWFIES
ARGNPTYRDYYVWHPGRINSVTGVREPPNNWISV
FGGSAWKFHEGRGEYYLHQFTDKQPDLNYRNPA
LLRDMTAMLSFWLGKGVDGFRLDAINHMFEDEQ
LRDEPPGWGPPGSYDELDHIHTKDNPDTYEVVYG
WRQLCEDYGRQTGKTIILMTEAYASIENTMRYYE
ESPGGRQGAHMPFNFQLIYDFNSDQNAIGLKQSID
FWLNHMPARQTPSWVAGSHDHSRAASRVGLAK
VDQLLTLLHTLPGTSITYYGEEIGMLDYKAAEQF
DNRDPNRTPMQWDNTISSGFSTNRTTWLPMHPD
YPTRNVAMQESADKSTLKHFRTMTKLRRHRTMI
DGEFTHRTVGRDVYAFSRDLHGEDSFVTVLNMA
AEGRTVDLGDFVNLP

71%/81%

73%/83%

82%/89%

An.
braziliensis

487aa

FYQIYPRSFKDSNGDGIGDLKGITSKLEYVAGLGI
DAAWLSPPFKSPLRDFGYDVSDFYDIQPEYGTVA
DMEELIEEAHRHGIKLMLDFIPNHSSDEHQWEFIES
ARGNPTYRDYYVWHPGRTNAVTGAREPPNNWIS
VFGGSAWKFHEERGEYYLHQFTDKQPDLNYRNP
ALLREMTAMLSFWLEKGVDGFRLDAINHMFEDE
QLRDEPPGWGAPDSYDVLDHIYTKDVADTYEVV
YGWRQLCEDYGRQKGKTIILMTEAYASIENTMRY
YEEFPGGRQGAHMPFENFQLIYDFKSDQNAIGLKE
SIDFWLNHMPARQTPSWVAGSHDHSRPATRVGL
AKVDQLITLLHTLPGTSITYYGEEIGMLDYKEAEQ
FDNRDPNRTPMQWDSTISAGFSTNRTTWLPLHPD
YPTRNVAMQESADKSTLKHFRTMTKLRRHRTM
MDGDFMHRTVGRDVYAFSRDLHGEDSFVTVLN
MAAEGRTVDLGDFVNLP

71%/82%

73%/84%

81%/89%

An.
albitarsis

487aa

FYQIYPRSFKDSNGDGIGDLKGITSQMEYLAGLGI
DAAWLSPPFKSPLRDFGYDVSDFYDIQPEYGTLA
DMEELIEESHRHGIKMMLDFIPNHSSDEHYWEFIES
AQGNPTYRDYYVWHPGRINAATGAREPPNNWIS
VFGGSAWKFHEGRGEYYLHQFTDKQPDLNYRNP
ALLRDMTDMLSFWLEKGVDGFRLDAINHMFEDE
QLRDEPPGYGPPDSYDVLDHIYTKDVSDTYEVVY
GWRKLCEDYGREKGKTIILMTEAYASIENTMRYY
EESPGGRQGAHMPFNFQLIYDFKSDQNAIGLKQSI
DFWLNHMPARQTPSWVAGSHDHSRAATRVGLV
KVDQLLTLLHTLPGTSITYYGEEIGMLDYKEAEQF

72%/82%

74%/84%

81%/89%
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DNRDPNRTPMQWDSTISAGFSTNRTTWLPLHPDY
PTRNVAMQESAEKSTLKHFRTMTKLRRHRTMID
GDFMHRTVGRDVYAFSRELHGEDSFVTVLNMAA
EGHTVDLGDFVNLP

An. minor 487aa FYQTYPRSFQDSDDDGIGDLNGITSRMAYLAGLGI 70%/80% 72%/83% 88%/93%
DATWLSPPFVSPLADFGYDVADFYDIQPEYGTLG
DMQALIDEAHRHGIKLMLDFIPNHSSDEHEWFVE
SAKGTAQYRDYYVWRPGRQNQETGELEPPNNWI
SVFGGPAWTYDERRGEFYLHQFTKKQPDLNYRH
GPLLEEMTRMLTFWLEKGVDGFRLDAINHMFED
EQMRDEPPGWGEPGTYDVLDHIYTKDNPDTYGV
VYRWRQLCEDFGRQHDKTIILMTEAYASIENTML
YYEDATGTRQGAHMPFNFQLIYDFQAEQNAIGLK
QSIDWWLNHMPARHTPSWVAGSHDHSRVGTRV
GPEFVDQVLTLVHTLPGTSITYYGEEIGMQDFKEA
EVYDNRDPNRTPMQWDNSISAGFSTNRTTWLRM
HPDYPTRNVAIQEAAERSTLKHFRTLTALRRHPTL
VHGEFTHRTVGADVYAFSRELHGQDTLVTVLNM

AAQGRTVDLGDFVNLP
An. 487aa FYQIYPRSFKDSNGDGIGDLKGITSKMEYLAGLGI 71%/81% 72%I82% 81%/88%
triannulatus DATWLSPPFKSPLRDFGYDVSDFYTIQPEYGTLAD

MEELIEESHRHGIKMMLDFIPNHTSDEHEWFIESA
KGNPTYRDYYVWHPGRTNAVTGAREPPNNWISV
FGGSAWKFHKGRGEYYLHQFTDKQVDLNYRNPV
VLREMTDMLSFWLEKGVDGFRLDAINHMFEDVQ
LRDEPPGSGDPSSYDALDHIYTKDIPDVYDVVYG
WRQLCEDYGRRMDKTIILMTEAYTSIENTMRYYE
ESPGGRQGAHMPFENFQLIYDFKGDQNAIGLKQSI
DFWLNHMPARQTPSWVAGSHDHSRAATRAGLA
KVDQLLTLLHTLPGTSITYYGEEIGMQDYAAAEQ
FDNRDPNRTPMQWDSTISAGFSTNRTTWLPLHPD
YPTRNVAMQESAEKSTLKHFRTMTKLRRHRTMI
DGDFTHRTVGRDVYAFSRDLHGEDSFVTVINMA

ADGRTVDLGDFVNLP
An. 487aa FYQIYPRSFKDSNGDGIGDLKGITSKLEYLAGLGI 70%/81% 73%I83% 82%/90%
argyritarsis DAAWLSPPFASPLRDFGYDVSDFYDIQPEYGTVA

DMEELIQEAHRHGIKLMLDFIPNHSSDEHQWEFIES
AKGNATYRDYYVWHPGQTNAVTGAREPPNNWIS
VFGGSAWTYHEGRGEYYLHQFTDKQPDLNYRHP
TLLGEMTAMLRFWLDKGVDGFRLDAINHMFEDA
QLRNEPPGWGEPGSYDELDHIYTKDNPDTYDVV
YGWRQLCEDHGRQTGKTIILMTEAYASIENTMRY
YEESPGGRQGAHMPFENFQLIYDFKSDQNAIGLKQ
SIDFWLNHMPARQTPSWVAGSHDHSRVASRVGL
AQVDQLLTLVQTLPGTSITYYGEEIGMLDYKAAE
QFDNRDPNRTPMQWDSTISAGFSTNRTTWLPLHP
DYPTRNVAMQESAEKSSLKHFRKLTALRRHRTIID
GDFTHRTVGRDVYAFSRDLHGEDSFVTVLNMGA
DGRTVDLGDFVNLP

An. sawyeri 474a8a RSFKDSNGDGIGDLKGITSKLEYLAGLGIDAAWLS 69%/80% 72%I83% 81%/89%
PPFASPLRDFGYDVSDFYDIQPEYGTVADMEDLIQ
EAHRHGIKLMLDFIPNHSSDEHQWFIESAKGNAT

YRDYYVWHPGQTNAVTGAREPPNNWISVFGGSA
WTYHEGRGEYYLHQFTDKQPDLNYRHPTLLGEM
TAMLRFWLDKGVDGFRLDAINHMFEDAQLRNEP
PGWGEPGSYDELDHIYTKDNPDTYDVVYGWRQL
CEDHGRQTGKTIILMTEAYASIENTMRYYEESPGG
RQGAHMPENFQLIYDFKSDQNAIGLKQSIDFWLN

HMPARQTPSWVAGSHDHSRVASRVGLAQVDQLL
TLVQTLPGTSITYYGEEIGMLDYKAAEQFDNRDP

NRTPMQWDSTISAGFSTNRTTWLPLHPDYPTRNV
AMQESAEKSSLKHFRKLTALRRHRTIIDGDFTHRT
VGRDVYAFSRDLHGEDSFVTVLNMGADGRTVDL

Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Possiveis sitios de N-glicosilacdo preditos estdo evidenciados em letras vermelhas; Sitios de insercdo
do 1° intron estdo em letra azul.
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Os sitios de N-glicosilacdo foram preditos através da ferramenta NetNGlyc 1.0, onde
foi possivel observar diferencas no padrdo de glicosilacdo entre as sequéncias proteicas.
Glicosilacdo ¢ uma modificacdo que ocorre apos a traducéo, podendo aumentar a diversidade
da estrutura ou funcionalidade de proteinas eucariéticas, além de auxiliar interagdes proteina-
proteina e sinalizacdo. Em insetos, existem dois tipos principais: N-glicosilacdo e O-
glicosilacdo, e focamos na primeira pois tem papel importante em proteinas com atividade
catalitica. Os sitios de N-glicosilagdo sdo definidos pela sequéncia N-X-T/S, onde N é
asparagina, X é qualquer aminoacido exceto prolina, seguidos de treonina ou serina (WALSKI,
et al., 2017). Na Tabela 2 é possivel observar a disposicdo dos sitios de N-glicosilacdo e seus

respectivos potenciais.

Tabela 2 — Sitios de potenciais N-glicosila¢cbes em Cqm1, Aaml, Agm3 e a-glicosidases de Anopheles spp.
geradas pela ferramenta NetNGlyc 1.0.

Espécie Sitios Potenciais de N-glicosilacéo
1— 102NTL104 +4++
2 _ 127\HS129 +
Cgm1l

3_ 410N RT412 _
4 — 564N L8566 o

1 _ 126NHS128 N
2 — 142N ET144 .
3 _ 3NRTS312 ot
Aaml g
5 — BINAT# )
6 — S33NST* )
1-— 132N H8134 +
2 _ 2INKT29 .
Agm3 I ——
4 _ 4B\ RT438 N
1—92NHS* +
2 _ 108\|pTL10 N
An. aquasalis* 3 _ 319\ RT38L
4 — 3BNRT?398 i
1— 22NHS* N
2 _ 108\|pTL10 N
An. braziliensis* 3 _ 3T9\RT38L

4 — 396N RT398 +
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1 - 2NHS* +

An. albitarsis* 2 NPT ’
3 _ 3T9NRT38L —

4 _ 396N\ RT398 +

1 - 92NHS +

An. minor* 2 — SNRT*

3 _ 39%NRT3% +

1 92NHT® +

2 _ 108\pTLL0 +

An. triannulatus* 3 _ STONRTEE!
4 _ 396N\ RT398 +

1 - 92NHs* +

2 — 1BNATHO +

An. argyritarsis* 3 _ 3T9NRTL
4 _ 396\ RT398 +

1 - 8NHS®® +

2 _ 102\ AT 104 +

An. sawyeri* &) — B R

4 — 390N RT392 _

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Potenciais de N-glicosilagdo, onde: (+) potencial > 0,5; (++) potencial > 0,5 com concordancia das 9
redes neurais ou potencial > 0,75; (+++) potencial > 0,75 com concordancia das 9 redes neurais; (++++) potencial
> 0,90 com concordéncia das 9 redes neurais; (-) potencial < 0.5; (--) potencial < 0,5 e concordancia das 9 redes
neurais; (---) potencial < 0,32 e concordancia das 9 redes neurais. *As espécies de Anopheles possuem as posi¢des
dos sitios de acordo com suas sequéncias parciais.

A deteccdo de dominios conservados de familias proteicas é feita através padrdes ou
motivos de sequéncias entre proteinas. Os dominios conservados sdo unidades recorrentes na
evolucdo molecular, que podem ser recombinados em diferentes arranjos para definir a funcéo
de uma proteina. Para classificagdo de maltases e considerado o dominio catalitico a-amilase,
e a familia a-amilase compreende a maior familia de glicosideo hidrolases (GH) (CAZy, 2022).
Todas as sequéncias polipeptidicas deste estudo apresentaram os dominios conservados de
AmyAc_maltase (cd11328), conforme o programa CDD - Conseverd domains database, e
apresentaram os blocos conservados de a-glicosidases de mosquitos descritos por Krasikov et
al. (2001), conforme Quadro 8.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?uid=cd11328
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Quadro 8 — Detecgao de dominios conservados em proteinas ortélogas a Cqml, Aaml e Agm3 em espécie de

Anopheles spp.

Regiéo
Proteina
1 2 3 4
Mosquito AG’ 114 - DFVPNH | 215 - GFRIDAVPY 297-EAYT 358-VLGNHD
(Krasikov et al.,
2001)
Cgml 123 - DFIPNH | 220 - GFRLDAINH 290 - EAYS 353 -VAGSHD
Aaml 122 - DFIPNH | 224 - GFRLDAINH 294 - EAYS 357 -VSGSHD
Agm3 128 - DFIPNH | 230 - GFRLDAINH 299 - EAYA 362 -VAGSHD
An. aquasalis 88 - DFIPNH 190 - GFRLDAINH 259 - EAYA 322 -VAGSHD
An. braziliensis 88 - DFIPNH 190 - GFRLDAINH 259 - EAYA 322 -VAGSHD
An. albitarsis 88 - DFIPNH 190 - GFRLDAINH 259 - EAYA 322 -VAGSHD
An. minor 88 - DFIPNH 190 - GFRLDAINH 259 - EAYA 322 -VAGSHD
An. triannulatus 88 - DFIPNH 190 - GFRLDAINH 259 - EAYT 322 -VAGSHD
An. argyritarsis 88 - DFIPNH 190 - GFRLDAINH 259 - EAYA 322 -VAGSHD
An. sawyeri 82 - DFIPNH 184 - GFRLDAINH 253 - EAYA 316 -VAGSHD

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Regifes de dominios conservados para a-glicosidases, tendo como base a classificacdo feita por
Krasikov et al. (2001) e através da ferramenta CD-Search (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi).
Os aminoacidos em negrito das proteinas de estudo sdo aqueles destacados pelo programa CD-Search como sitios
cataliticos.

Apesar das sequéncias preditas de proteinas de Anopheles spp. deste estudo
apresentarem truncagens, foi possivel analisar de forma comparativa a conservacéo da regido
S129 — A312 ja descrita em Cgml como importante para a interacdo com a toxina binéria,
representados na Figura 14 (FERREIRA et al., 2014). Além disso, ao alinhar as sequéncias de
aminoacidos foi possivel observar as diferencas na posicdo dos sitios de glicosilacdo e
conservacdo de regides importantes. No alinhamento, a regido referente a S129 — A312
apresentou aminoacidos conservados nas proteinas de Anopheles spp., e uma das maiores
diferengas se concentrou na regido 155PATGGG160, descrita como crucial na ligagdo a BinB
por Ferreira et al., 2014. As regides descritas como importantes no docking também
apresentaram diferencas entre as proteinas, principalmente para Agm3 (Figura 15).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
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Figura 14 — Diagrama esquematico da disposi¢do e comparagdo das sequéncias de aminoacidos das a-glicosidases ortdlogas a Cqm1 nas espécies.

Cqml

Regiio de interacao — S129-A312 M Insercio [

NGlyc 1+++ . Tnsercdo intron 1 NGlyc 3- intron 2
Motivo de ligacdo 155PATGGG160
NGlyc 2+ NGlyc 4-—
Aaml
NObe 1 . Aa correspondentes - AETGKL . I'nirergﬁ;) .
ye 1+ NGlyc 3++ 301 NGlyc 4--- NGlyc 5- 1ntron
NGlye 2- Inser¢éo intron 1 Ly NGlyc 6-
Agm3
B Aa correspondentes - SQTGAL N u
NGlye 1+ NGlyc 2++ Inserciio intron 1~ NGlyc 3-— NGlye 4+ Insercio intron 2

NGlye 1+ Insercdo intron 1 NGlyc 3---  NGlyc 4-
NGlye 2+

AVIGAR An. braziliensis

NGlycl\IIJ(r}lyc 2 Insercio intron 1 NGlye 3 NGlye 4+
AATGAR An. albitarsis

NGlyc 11\?—G1yc - Insercdo intron 1 NGlyc 3— NGlyc 4+
QETGEL An. minor

NGlyc 1+ Insercdio intron 1 NGlyc 2--- NGlyc 3+

[ T | AVTGAR An. triannulatus

NG]ycl\lTEL}ch . Inserco intron 1 NGlye 3—-  NGlyc 4+
AVIGAR An. argyritarsis

NGiye L+ et h Insercio intron 1 NGIye 3-— NGy 4+
AVTGAR An. sawyeri

NGlycl&I-& e 2+ Insercdio intron 1 NGlyce 3---  NGlyc 4-

Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Diagrama linear das sequéncias polipeptidicas das a-glicosidases, enfatizando regido amplificada pelos primers degenerados, N-glicosilagdes, aa presentes na regiéo
considerada critica para a ligacdo de Cgm1 e insercdo de intron.
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Figura 15 — Alinhamento mdltiplo das proteinas ort6logas a Cgm1 em Anopheles spp com a-glicosidases de referéncia Cqgm1, Aaml e Agma3.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Legenda: Alinhamento das proteinas de Anopheles com a-glicosidases de referéncia Cgm1, Aaml e Agm3. A regido S129-A312 esta destacada pela linha em vermelho (Ferreira
et al., 2014). Todos os possiveis sitios de N-glicosilacdes destacados na Tabela 2 estdo em letras amarelas, a disposicdo das Ancoras GPI nas proteinas Cqm1, Aam1 e Agm3
estdo destacados em verde. As regides de interacdo ao Cristal BinAB (especificamente aos aminoacidos 7BNKDPRF83 da BinB) relatadas nos dez primeiros resultados de

docking com delimitacdo estdo destacados pelas linhas azuis em cada espécie.
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8.3. Estudo filogenético das espécies de Anopheles spp.

O género Anopheles é o mais estudado entre os mosquitos diante do seu grande impacto
na saude publica, desta forma, sdo mais de 530 espécies conhecidas, e aproximadamente 465
destas formalmente nominadas. As espécies se dividem em 7 subgéneros: Anopheles (182
espécies), Cellia (220 espécies), Nyssorhynchus (39 espécies), Kertezia (12 espécies), Baimaia
(1 especie) Lophopodomyia (6 espécies) e Stethomyia (5 espécies). Os 4 primeiros subgéneros
incluem as espécies que sdo capazes de transmitir malaria, sendo também os mais estudados.
Os trés maiores subgéneros (Anopheles, Cellia e Nyssorhynchus) sdo subdivididos em sistemas
hierdrquicos informais, que consideram categorias taxondmicas informais. Subgénero
Anopheles é dividido em duas se¢fes, e 0 Nyssorhynchus dividido em trés secdes, ambos
considerando caracteristicas taxonémicas. Essas se¢des, junto com o subgénero Cellia, sdo
divididos em séries, que podem apresentar grupos, subgrupos e complexos (HARBACH, 2013).

Baseado na divisao descrita acima, as espécies utilizadas neste trabalho foram agrupadas
em termos de sua filogenia (Figura 16), considerando as subdivisdes dentro de cada subgrupo.
A maioria das espécies encontradas no territorio brasileiro sdo pertencentes ao subgénero
Nyssorhynchus, e as utilizadas neste trabalho estdo nas se¢des Albimanus e Argyritarsis. Dentre
as espécies coletadas no pais, a Unica pertencente ao subgénero Anopheles foi Anopheles minor.
As espécies sabiamente africanas, An. gambiae e An. arabiensis, sao pertencentes ao subgénero
Cellia, que possui a maior representatividade de espécies.

Além disso, a partir das sequéncias parciais das proteinas de Anopheles spp., foi
realizado um BLAST através da ferramenta COBALT, onde é possivel visualizar a relacao
fenética com as proteinas ja descritas, Cqm1, Aaml e Agm3 (Figura 17), que corrobora com a
organizacéo filogenética demonstrada na Figura 16 e os achados de identidade e similaridade
do Quadro 7.
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Figura 16 — Esquema demonstrando a organizacdo filogenética das espécies de Anopheles spp. utilizadas neste trabalho.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Relacéo filogenética entre espécies de Anopheles spp., abrangendo os trés principais subgéneros, e considerando sec¢des, séries, grupos, subgrupos e complexos.
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Figura 17 — Arvore de relago fenética entre as sequéncias de Anopheles spp. utilizadas neste trabalho e Cqm1, Aam1 e Agm3.
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Fonte: Elaborado pela autora utilizando a ferramenta COBALT (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/cobalt.cgi).
Legenda: Relagéo fenética entre sequéncias proteicas das espécies de Anopheles spp. ortélogas a Cqml e a-glicosidases Cgm1, Aaml e Agm3.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/cobalt.cgi

Caracterizacdo de a-glicosidases de espécies de Anopheles spp... Cordeiro, M. D. O. 77

8.4 Obtencdo das estruturas das proteinas de referéncia Cqgml, Aaml e Agm3 e das

proteinas parciais ortologas & Cqm1 em Anopheles spp.

Foi realizada a predicdo da estrutura de cada proteina pela ferramenta Phyre?, sendo
selecionados os resultados baseados na estrutura 3D estabelecida de Cqm1 (PDB ID - 6K5P).
Foi realizada a predicao de todas as proteinas, tanto as que possuem sequéncia de amino&cidos
ja estabelecidas, Cqm1, Aaml e Agm3, quanto as sequéncias parciais das proteinas ortélogas a
Cgm1 de Anopheles spp. Apenas a proteina Cqm1 possui a sua estrutura 3D definida em banco
de dados (SHARMA & KUMAR, 2019), e mesmo sendo estabelecido que Agm3 interage com
o cristal BinAB, ndo existem estudos aprofundados descrevendo possiveis regides de interacéo,

como é possivel visualizar no Quadro 9.

Quadro 9 - Informagdes disponiveis na literatura sobre regiées de aminoécidos de interagdo entre Cristal BinAB
e a-glicosidases escolhidas paras as anélises proteicas.

Proteina Regido Importancia Referéncia
Cgml S129-A312 Regido de possivel interagdo Ferreira et al. (2014)
com a toxina binaria
Cgml 155PATGGG160 | Residuos mutados se mostraram | Ferreira et al. (2014)
criticos para ligacéo
Agm3 - Apesar de confirmada a Opota, et al. (2008)
susceptibilidade ao Cristal
BinAB, a literatura ndo
apresenta descricdo de residuos
importantes
Toxina binéria N33-L158 Regido importante para ligacdo | Roma&o et al. (2011)
BinB a Cgml
Toxina binaria 147FQFY150 Residuos com papel criticona | Singkhamanan et al.
BinB ligacdo e consequentemente (2010)
atividade toxica da BinA
Toxina bindria | 85IRF87/147FQF149 | Residuos com possivel papel na | Romao et al. (2011)
BinB ligacdo e consequentemente
atividade toxica da BinA

Fonte: Elaborada pela autora.
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Ao predizer as sequéncias, foi realizado o Plot de Ramachandran para confirmar a
qualidade das estruturas tridimensionais. Essa anélise € essencial para confirmar a qualidade e
aacurécia da predicéo de estruturas de cada proteina, prevendo as propriedades estereoquimicas
estruturais (AGHINOTRY et al.,, 2022). Ao realizar as analises, todas as estruturas

apresentaram mais de 95% dos aminoacidos em regides favoraveis (Figura 18).

Figura 18 — Graficos dos Plots de Ramachandran das sequéncias de aminoacidos de a-glicosidases de Anopheles
spp. ortélogas a Cqm1.

An. aquasalis An. braziliensis An. albitarsis
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An. minor An. triannulatus An. argyritarsis

General case General case General case

Hooe & \)

°
®
°

0212 Ser 0

O 218 Tyr

) /l 180

180 0 Phi 180

An. sawyeri

General case
180

180 —+
180 0 Phi 180
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Fonte: Elaborada pela autora utilizando a ferramenta MolProbity (http://molprobity.biochem.duke.edu/).
Legenda: Graficos de Ramachandran das possiveis a-glicosidases, onde todas apresentam mais de 95% dos
residuos em regides favoraveis.

Depois de obter os resultados da predicdo e selecionar os arquivos, 0s mesmos foram
visualizados pela ferramenta PyMOL 2.5, que é uma ferramenta de visualizacdo molecular
capaz de gerar imagens 3D de alta qualidade, além de possibilitar a delimitacdo de sequéncias
nas estruturas e realizar alinhamentos. Essa ferramenta foi utilizada para padronizar as imagens
geradas, além de delimitar regifes importantes para a analise, como regides N e C-terminal, e

regies consideradas importantes para a ligacdo em Cgm1, conforme mostrado no Quadro 9.

Figura 19 — Predicdo de estruturas das proteinas de a-glicosidases Cqm1, Aaml e Agma3.

Fonte: Elaborado pela autora

Legenda: Predicéo de proteinas, Cqml (Culex quinquefasciatus maltase 1) em azul, Aam1 (Aedes aegypti maltase
1) em verde e Agm3 (Anopheles gambiae maltase 1) em laranja, e em todas as proteibas em amarelo encontra-se
destacado a regido predita como importante para a ligacdo com a BinB em Cgm1 (S129 — A312) (Ferreira et al.,
2014), e em roxo os aminodcidos referentes a regido 155PATGGG160, caracterizados como criticos para esta
interacdo em Cqm1 (Ferreira et al., 2014).

As proteinas mostradas na Figura 19 apresentam uma conservacdo de sua estrutura
geral. Algumas das diferencas mais significativas entre as proteinas encontram-se na regido N-
terminal, que nas estruturas acima se localizam na porcdo superior. Entre 0s aminoacidos
155PATGGG160, que é uma regido considerada critica para ligacdo a subunidade BinB na
Cgml (FERREIRA et al., 2014), existe uma diferenca significativa tanto para Aam1 quanto em
Agm3. Em Cgml é possivel observar a formacdo de um loop, enquanto em Aaml e Agm3 a

estrutura se apresenta como o inicio de uma hélice, conforme mostrado na Figura 20, e ao


http://molprobity.biochem.duke.edu/
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realizar a predicao da estrutura das demais proteinas percebe-se diferencas neste mesmo trecho
(Figura 21).

Figura 20 — Alinhamento das estruturas das proteinas Cqm1, Aam1 e Agm3 com foco com foco na regido
155PATGGG160 importante para ligacdo a BinB ja descrita em Cqm1l (Ferreira et al., 2014).

Aaml

Agm3

Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Alinhamento das estruturas das proteinas Cgml, Agm3 e Aaml, com foco na regido referente a
155PATGGG160 da Cgm1l, onde Agm3 encontra-se na cor azul, Cgm1 na cor laranja e Aaml na cor roxo.

As proteinas de Anopheles spp. avaliadas neste estudo mantiveram uma conservacao de
suas estruturas (Figura 21), apresentando diferencas sutis na regido N-terminal, assim como
ocorreu com as a-glicosidases ja estabelecidas (Cgml, Aaml e Agm3). Ao realizar o
alinhamento das estruturas pelo TM-Align, todas as combinag6es apresentaram o TM-score
acima de 0.991, com excegdo das comparacbes com An. saweyri, que possui Mmenos
aminoacidos, e os TM-scores se apresentaram acima de 0.960. A predicéo destas estruturas em
espécies de Anopheles spp. é fundamental para se entender melhor os possiveis padrbes de
interacdo e susceptibilidade ao Cristal BinAB, e as diferengas apresentaram-se importantes para

o docking molecular, gerando diferentes padrdes de interagéo.
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Figura 21 - Predigdo de estruturas de a-glicosidases ortdlogas a Cqml obtidas em Anopheles spp.

An. triannulatus An. argyritarsis

An. sawyeri

Fonte: Elaborado pela autora
Legenda: Predicdo de estruturas de a-glicosidases ort6logas a Cgm1 em diferentes espécies de Anopheles spp.
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8.5 Docking molecular

Inicialmente, antes de realizar as andlises de docking, foi necessario estabelecer a
regides descritas na literatura como importantes na interacao entre as proteinas e quais seriam
consideradas importantes as andlises, conforme descritas no Quadro 9. Dessa forma, as
sequéncias proteicas ja descritas (Cgml, Aaml e Agm3) e as de Anopheles spp. foram
submetidas ao docking, inicialmente delimitando as regides correspondentes a S129-A312 em
Cgml (FERREIRA et al., 2014) e no Cristal BinAB foi delimitada a regido N33-L158 na BinB
(ROMAO et al., 2011). Essa delimitacdo é apenas uma orientacdo, ja que se ndo houver
possiveis interacBes nas regides escolhidas, serdo gerados modelos de docking considerando as
regides livres (YAN et al., 2020).

Primeiramente foi realizado o docking entre a toxina binaria e Cqm1, com carater de
controle positivo, delimitando os aminoacidos importantes na ligacdo. A energia livre da
ligagéo do primeiro modelo gerado foi de -268,11, que se apresentou consideravelmente menor
que os outros modelos. Nesse modelo, foi encontrado interacdo entre os aminoacidos
159GG160 em Cgml, descritos anteriormente como importantes, e os aminoacidos 79KDP81
e 83F na BinB (Figura 22).

A partir dessa regido de interacdo na toxina, foi realizado uma analise nas sequéncias de
aminoacidos do Cristal BinAB (Figura 23), avaliando as regides importantes descritas na
literatura para interacdo, e uma analise estrutural da BinB (Figura 24), destacando a regido
147FQFY150 na toxina descrita como essencial na ligacdo (SINGKHAMANAN et al., 2010)
e 0s residuos descritos como importantes no docking (7BNKDP81 e 83F), que se encontram na
regido considerada importante segundo Romao et al. (2011) (N33-L158). Ao analisar a
localizacdo desses trechos, encontrados dentro da regido critica, foi evidenciado a proximidade
entre 0s aminoacidos ja descritos e 0s encontrados no docking, e dessa forma ambos foram

utilizados como referéncia para os dockings seguintes.
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Figura 22 — Docking molecular demonstrando interagdo entre Cqm1 e cristal BinAB.

BinA BinB — N33-L158

. BinB Glicosidase .

Glicosidase — S129-A312 . BinB - aa ligacdo

Glicosidase - aa ligagdo

Cgm1l
1° modelo = -268,11

Fonte: Elaborado pela autora.
Legenda: Docking entre Cgm1 (em azul), com enfoque na regido entre os aminoacidos S129-A312 (em roxo), e

0s aminoacidos 155PATGGG160 (em laranja) indicados como importantes para sua ligagdo a BinB. Cristal BinAB
encontra-se na cor verde, onde a BinA estd em verde acinzentado e a BinB est4 destacada em um tom de verde
mais claro, com enfoque na regido N33-L158 (em amarelo), descrita como importante para interacdo ao receptor

Cgml (ROMAO et al., 2011), e em vermelho encontram-se os aminoacidos na BinB possivelmente envolvidos

nesta ligacgéo.
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Figura 23 — A. Sequéncia de aminoacidos da toxina BinB, com destaque em regifes importantes de interacdo descritas pela literatura. B. Sequéncia de aminoacidos da toxina
BinA, com destaque em regides importantes de interacao.
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(B)
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Fonte: Elaborado pela autora através do programa Bioedit.

Legenda: A. BinB — 51kDA. A regido descrita como importante entre os aminoacidos N33-L158 esta destacada pela linha azul (ROMAGO et al., 2011), e as demais aminoécidos
importantes estdo destacados em verde (SINGKHAMANAN et al, 2010; SINGKHAMANAN et al, 2013) e laranja (ROMAO et al., 2011). Em vermelho encontram-se 0s
aminoacidos possivelmente envolvidos na ligacdo descritos pelo docking. B. BinA — 41.9kDA. Estdo destacados os aminoacidos descritos como importante para a atividade
toxica da BinA, em verde os descritos por Sanitt et al., 2008, em vermelho o descrito por Elangovan et al., 2000, e em azul os residuos de cisteina descritos por Promdonkoy et
al., 2008.
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Figura 24 — Cristal BinAB, com destaque para as regides importantes na BinB para ligacdo a Cqml.

BinA BinB — N33-L158 . 85IRF87

. 147FQFY150 . 79KDPRF83

Visdo anterior
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Bin AB encontra-se na cor verde, onde a BinB esta destacada em um tom de verde mais claro, com
enfoque na regido N33-L158 em BinB em amarelo (ROMAO et al., 2011), e suas respectivas regides ja descritas
(em roxo e azul) (SINGKHAMANAN et al, 2010; ROMAO et al., 2011), enfatizadas como importantes, e em
vermelho encontram-se os aminoacidos possivelmente envolvidos na ligacdo descritos pelo docking.

A partir dos aminoacidos encontrados, foi realizado o docking das outras proteinas,
incluindo Aaml1 e Agm3, onde a primeira é sabidamente refrataria a toxina (FERREIRA et al.,
2010), e a segunda possui ligagdo a toxina binaria e € do mesmo género que as espécies
avaliadas (OPOTA et al., 2008). Depois de estabelecidos os dockings das proteinas de
referéncia, foram realizados entdo os docking com as sequéncias preditas de proteinas de
Anopheles spp. deste estudo. Foram gerados diversos modelos de docking para cada proteina, e
foram selecionados os dez primeiros melhores modelos para analise. Nessa anélise,
inicialmente sdo avaliadas as energias livres de cada modelo, que € um parametro importante,
mas ndo necessariamente o modelo de menor energia € o ideal, por isso também sao analisados

os aminoacidos envolvidos em todos os modelos (Quadro 10).

Quadro 10 — Energia livre dos modelos de docking molecular e possiveis regides de interacéo.

Espécie Energia livre dos modelos Regido de interacao Regido de
do modelo escolhido interacio na BinB

Cgml 1°=-268,11/2° = -244,16 / 3° = -240,81 / 4° = 1° modelo = 79KDP81, 83F
-235,87 /5°=-232,00/6°=-228,50/ 7° = - 159GG160
225,16/ 8°=-224,41/9°=-224,01/ 10° = -
223,56
Aaml 1°=-236,46 / 2° = -232,22 / 3° = -232,03 / 4°=  4° modelo = G160A P81A

-231,11/5°=-227,05/6°=-225,66 / 7° = -
223,09/ 8°=-222,64 / 9° = -222,58 / 10° = -

220,31
Agm3 10=-259,88 / 2° = -258,46 / 3° = -243,45 / 4° = 1° modelo = 78NK79
-242,78 / 5° = -237,70 / 6°=-237,60 / 7° = - 447PY448
231,14/ 8°=-230,36 / 9° = -229,09 / 10° = -
228,48
An. 1°0=-257,96 / 2° = -247,60 / 3° = -238,39 / 4° = 2° modelo = L240A, 79KDP81, F83A

aquasalis -237,01/5°=-235,01/6°=-229,60/ 7° = - D245A, 247RQ248
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228,75/ 8°=228,22 / 9° =-228,15/ 10° = -

226,69
An. 1°=-264,79/2°=-259,01/3°=-258,75/4°=  2° modelo = N123, 78NKD80, F83A
braziliensis ~ -246,80/5° = -239,66 / 6° = -237,62 / 7° = - T126A, 128RE129
225,27/ 8°=-224,21/9° =-223,02 / 10° = -
220,65
An. 10=-273,74 / 2° = -257,55/3° = -238,81 / 4° = 2° modelo = 78NKDP81
albitarsis -238,80/5°=-237,65/6°=-23546/7° = - 109PT110,
228,60/ 8°=-227,50/ 9° = -226,34 / 10° = - 112RD113, R174A
225,67

An. minor  1°=-283,54/2°=-272,51/3°=-261,67/4°= 2°modelo = R238A, N78A, 80DP81,

-244,36 / 5° = -243,22 / 6° = -240,23 / 7° = - D245A, 247QR248 F83A
238,40/ 8°=-236,14 / 9° = -234,78 / 10° = -
233,05
An. 10=-273,74 / 2° = -257,55/ 3° = -238,81 / 4° = 10° modelo = 79KDP81
triannulatus ~ -238,80 / 5° = -237,65/ 6° = -235,46 / 7° = - 314NA315
228,60/ 8°=-227,50/ 9° = -226,34 / 10° = -
225,67
An. 10=-254,59 / 2° = -241,34 | 3° = -236,77 | 4° = 2° modelo = 77TDNK79
argyritarsis ~ -234,34 /5° =-232,00/ 6°=-228,34 / 7° = - 442DF443
227,69/ 8°=-224,31/9° =-224,05/ 10° = -
223,93
An. sawyeri  1°=-256,22 / 2° = -245,99 / 3° = -244,19 / 4° = 2° modelo = 80DP81, 83F
-240,53/5°=-239,91/6°=-239,59/7° = - 120ARE123
235,96 / 8°=-235,36 / 9° = -230,97 / 10° = -
230,30

Fonte: Elaborado pela autora.
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Ao realizar a analise de docking para Aaml (que € refrataria a toxina binéaria), os
modelos se apresentaram de forma distinta sem reprodutibilidade quando comparada a Cgm1.
Mesmo delimitando as regides de possiveis interacdes j& descritas, 0 modelo BinAB-Aam1l
com maior similaridade com o modelo BinAB-Cgml apresentava apenas um Uunico
aminoacido interagindo entre a Aaml e a BinB (Figura 25). Além disso, a energia livre de
ligagdo ndo mudou entre o primeiro e os outros modelos, permanecendo entre -236,11 e -
220,31.

Figura 25 - Docking molecular entre Aam1 e cristal BinAB.

BinA BinB — N33-L158 .
. BinB Glicosidase .

Glicosidase — S129-A312 . BinB - aa ligacéo

Glicosidase - aa ligacdo

Aaml
4° modelo = -231,11

Fonte: Elaborado pela autora.
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Legenda: Docking entre Aam1 (em azul), com enfoque na regido homologa em Cgml - S129-A312 (em roxo)
descrita como importante para interacdo a BinB, e os aminoadcidos homdlogos ao trecho 155PATGGG160 (em
laranja). O cristal BinAB encontra-se na cor verde, onde a BinB esta destacada em um tom de verde mais claro,
com enfoque na regido N33-L158 (em amarelo), e em vermelho encontram-se 0s aminoacidos que interagiram
com a Aam1 durante o docking.

Para Agm3, nenhum dos dez modelos apresentados no docking se mostrou similar a
Cgml, e os modelos que demonstraram ligacdo com a regido estabelecida da BinB
apresentaram aminoacidos na por¢do C-terminal da proteina participando da interacdo. Além
disso, em Agm3, quando comparado a Cgmil, existe uma maior quantidade de modelos
sugerindo interagcbes com aminoacidos da regido C-terminal da BinA. Os modelos apresentaram
pouca variacdo em relacdo a energia livre, o primeiro modelo apresentando energia de -259,88,
sendo o escolhido para gerar a Figura 26.

Para as analises com as proteinas de Anopheles spp. investigadas foram utilizadas os
mesmos parametros no controle positivo de ligagdo (Cgml), delimitando a regido de ligacao
em BinB (N33-L158), e a possivel regido homologa a regido de interacdo em Cgml (S129-
A312). Essas especificacbes sdo usadas pela ferramenta HDOCK para melhorar os modelos
gerados, sendo utilizadas como informacdes para producdo do modelo e para clusterizacdo dos
resultados. No entanto os modelos gerados ndo séo restritos a regido de interacdo apresentada
como dado de entrada para ferramenta, resultando assim em modelos para outras regides,
quando esses apresentam uma pontuacdo melhor (YAN et al., 2020). Para cada uma das
proteinas foi escolhido um modelo de docking exposto na Figura 27, considerando o0s
aminoacidos participantes na ligacdo e sua localizacdo. Foram armazenados os dados de
energias livres de cada modelo.
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Figura 26 - Docking molecular entre Agm3 e cristal BinAB.

BinA BinB — N33-L158

. BinB Glicosidase .

Glicosidase — S129-A312 . BinB - aa ligacdo

Glicosidase - aa ligagdo

Agm3
1° modelo = -259,88

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Docking entre Agm3 (em azul), com enfoque na regido homologa em Cgml - S129-A312 (em roxo)
descrita como importante para interacdo a BinB, e 0s aminoécidos que apresentaram interacdo a BinB (em laranja).
O cristal BinAB encontra-se na cor verde, onde a BinB esta destacada em um tom de verde mais claro, com enfoque
na regido N33-L158 (em amarelo), e em vermelho encontram-se 0s aminoacidos que interagiram com a Agm3
durante o docking.
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Figura 27 - Docking molecular entre proteinas de Anopheles spp. e cristal BinAB.

. BinA BinB — N33-L158 .
. BinB . Glicosidase Anopheles .

Glicosidase — S129-A312 . BinB - aa ligacdo

Glicosidase - aa ligagdo

An. aquasalis
2° modelo = -247,60
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An. braziliensis
2° modelo = -259,01

An. albitarsis
2° modelo = -257,55
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An. minor
2° modelo = -272,51

An. triannulatus
10° modelo = -223,93
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An. argyritarsis
2° modelo =-241,34

An. sawyeri

modelo

=-245,99
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Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Docking entre proteinas ortélogas a Cqgml em Anopheles spp. (em azul), com enfoque na regido
homdloga em Cgm1l - S129-A312 (em roxo) descrita como importante para interacdo a BinB, e os aminoacidos
que apresentaram interacdo a regido definida da BinB (em laranja). O cristal BinAB encontra-se na cor verde, onde
a BinB esta destacada em um tom de verde mais claro, com enfoque na regido N33-L158 (em amarelo), e em
vermelho encontram-se os aminoacidos que interagiram com as proteinas durante o docking.

Diante dos resultados apresentados, foi organizado um diagrama com as regides de
interacdo descritas pelo docking, considerando os dez primeiros modelos (Figura 28). Com
excecdo de An. argyritarsis, é possivel observar que o padrdo de docking das espécies de
Anopheles spp. se apresentou diferente quando comparado 8 Agm3, se assimilando a regido de
interacdo da Cgm1. Por ter delimitado as regides de interacdo e considerado apenas os ligantes
a porcdo N78-R86 da BinB, foi realizado uma repeticdo do docking sem delimitar regides de

interac&o.
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Figura 28 — Desenho esquematico das possiveis regides de interagdo evidenciadas nas analises de docking molecular de a-glicosidases de mosquitos com delimitagdo de
regides de interacdo para a BinB.

a-glicosidases

Regido N-terminal Regido C-terminal

L |
Aminoacidos | | | \ | \ | \ \ \ | | | Regido da BinB
1 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 ~580 considerada para a ligacdo
aa
- 1
Cqml | S129 — A312 (155PATGG160) | 3 modelos* F
T N33A
Agm3 | ~ D427 - 1.520 - 3 modelos
| | | | | T N7EA
| ! | | | | R86A
100 300

U

200 400 487
~N108 - R450 - 5 modelos —— L158A

An. aquasalis

An. braziliensis

An. argyritarsis

~ G211-Fa43 || 3modelos

] ~ D70 - E304 | 5 modelos

An. albitarsis ‘ ~P109 -T250 | 4 modelos

An. minor _ ~E63 - G249 | 5 modelos

An. triannulatus ‘ ‘ 2 modelos
IR

An. sawyeri ~E103-1242 ‘ 4 modelos Bl L 448

*Modelos de docking que apresentam
regides similares de interacdo, considerando
0s 10 primeiros resultados.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Legenda: Comparativo entre os resultados apresentados nos dez primeiros modelos de docking envolvendo as regides de interacao de a-glicosidases, com referéncia da Cgm1l
e Agm, e das proteinas ort6logas de Anopheles spp. A regido em BinB evidenciada como regido de ligacdo aos receptores foi N33-L158, com enfoque nos aminoacidos
78NKDPRFIRF87.
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Diante da diferenca nos resultados apresentados em relacdo a interacdo da Agm3 e
cristal BinAB, foram realizadas repeti¢cbes de dockings sem delimitar regides de interagéo.
Alguns dos novos modelos gerados apresentaram aminoécidos similares aos modelos com
delimitacdo de regides, enquanto outros apresentaram novas regides interagindo, considerando
também aqueles que interagiram com a subunidade BinA (Quadro 11). Para gerar as imagens
foram escolhidos os modelos com as menores energias livres ou com maior semelhanga entre
0s amino&cidos envolvidos na interacdo com cristal BinAB em relacdo aos modelos
delimitados, e a representacdo da interacdo com o Cristal BinAB encontra-se na Figura 29.

Foi realizado uma repeticdo do docking de Cgml e o cristal BinAB sem delimitacdo de
regides de interacdo, sendo possivel observar que nenhum modelo corrobora com os achados
in vitro ja citados, ressaltando a importancia das duas formas de andlise. Para Anopheles,
considerando a escassez de informacgfes de possiveis aminoacidos de interacdo, ambos 0s
parametros sao importantes para futuras analises in vitro, principalmente considerando a

participacdo da subunidade BinA.

Quadro 11 — Energia livre dos modelos de docking molecular e possiveis regides de interacdo sem delimitacéo

de regides.
Espécie Energia livre dos modelos Regido de interacéo Regido de Regiéo de
do modelo escolhido  interagdo na interacao na

BinA BinB

Agm3 10=-243,76 / 2°=-241,51/3°=- 1°modelo = W252A, H33A, 35PE36, 153NKT155,

238,97/ 4°= 236,80 / 5° = - D262A, 1304A, M43A, E45A, ALT4A,
234,78/6°=-233,72/7°=-  1344A, 347DE348, 87IYT89, SO1A, I1176A,
232,15/8°=-231,83/9°=-  354PAR365, D522A, D254A, T247TA  178PI179
229,91/ 10° =-225,11 524VN525,
527PA528, H550A
An. 10=-243,99/2°=-243,10/3°=-  2° modelo = N121A, T77A, Y180A
aquasalis ~ 242,74/4°=-23537/5°=-  124S5V125,W211A,  86DIYT8Y,
234,90/ 6°=-234,43/7°=-  I299A, 265EN266, D118A, R120A,
234,43/ 8°=-232,61/ 9° = - R269A, 1299A, H125A,
232,41/ 10°=-231,78 Q204A, 307DF308,  130PS131,
311NH312 134YYTN137
An. 10= 254,80/ 2°=-247,44/3°=- 1°modelo = N121A,  352HF353, T8NK79,
braziliensis 239,37 /4° = -237,99/ 5° = - T126A, N134A, S355A, 195SFYA198

236,38 /6°=-234,62/7°=- P170A, R174A, 306 TEN308,



Caracterizacdo de a-glicosidases de espécies de Anopheles spp...

Cordeiro, M. D. O.

100

234,44 ] 8°=-230,02/9° = -
228,41/ 10°=-225,72

An,
albitarsis

1°=-256,07/2° =

-240,57 /3% = -

239,22/ 4°=-234,96/ 5° = -

233,83/6°=-230,65/7°=-
229,86 / 8°=-229,58 / 9° = -

227,60/ 10°

An. minor  1°=-279,65/2°=

=-226,97

-271,78 /3% = -

255,54/ 4°=-246,11/5°= -
242,34 /6°=-231,15/7°= -
229,61 /8°=-227,82/9° = -

227,67 /10°

An,
triannulatus

1°=-240,30/2° =

=-226,61

-238,08/3° = -

237,70/ 4°=-231,86/5°= -

230,21/ 6= -230,17 / 70 = -
226,99 / 8°=-226,75/ 9° = -

226,42/ 10°

An.
argyritarsis

10=-244,49 | 2° =

=-226,35

-242,61/3°= -

241,31/ 4°=-236,62/5°= -

234,35/6°=-23359/7°=-
232,29 /8°=-231,67/9°=-

231,24/ 10°

An. sawyeri  1°=-242,70/2° =

=-231,00

-239,86/3° = -

237,50/ 4°=-236,13/5° = -
235,99/6°=-23561/7°=-
233,53/8°=-233,13/9° = -

231,98/ 10°

Fonte: Elaborado pela autora.

=-231,55

D207A, 209PP210,
V235A, G238A,
L242A

1° modelo =
212YGP214, K303A,
D307A, N311A,
M313A, 315AR316,
446RT447

2° modelo = G170A,
173EL174,
177TR178,
210PGW212,
D222A, R238A,
L242A, D245A,
247QR248

1° modelo =
213GD214,
216SSYD129,
295GD296,
387STI289,
408PT409,
413AMA414, S417A

1° modelo =
45ASPLRA49, S56A,
62QP63, E97A,
Q99A, 371EQF373,
S387A, W399A,
Y406A, P408A,
M414A

2° modelo =
120ARE123, Q282A,
D286A, 288KSD290,
N292A, G295A,
S298A, F302A

GT77A, 80AT8L,
L93A, N112A

R349A,
352HF353

T169A, V171A,
R349A, H352A,
355SE356

352HF353
355SE356

17218173,
Y350A,
352HF353

P109A,
Y111A,
N115A,
122RH123,
T125A,
R129A

78NKDP81,
195SFYA198,
K256A

197YA198,
N248A,
K256A,
N375A,
377EI378

D100A,
195SFYA198,
N248A,
252SD253,
F257A, I378A

K51, 80DP81,
83F, S195A,
197YF198
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Figura 29 - Docking molecular entre Agm3, proteinas de Anopheles spp e cristal BinAB sem delimitacédo de

regides.
. BinA BinB — N33-L158

. BinB . Glicosidase

Glicosidase — S129-A312 . Cristal BinAB - aa
ligacéo

Glicosidase - aa ligagdo

Agm3
1° modelo = -246,76
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An. aquasalis
2° modelo = -243,10

An. brasiliensis
1° modelo = -254,89

BinA
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An. albitarsis
1° modelo = -256,07

An. minor
2° modelo =-271,78
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An. triannulatus
1° modelo = -240,30

An. argyritarsis
1° modelo = -244,49
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An. sawyeri
1° modelo = -242,70

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Docking entre proteinas de Anopheles (em azul), com enfoque na regido homéloga em Cgm1 - S129-
A312 (em roxo) descrita como importante para interacdo a BinB, e os aminoacidos com interacdo ao Cristal BinAB
em laranja. O cristal BinAB encontra-se na cor verde, onde a BinB est4 destacada em um tom de verde mais claro,
com enfoque na regido N33-L158 (em amarelo) e BinA em verde mais escuro, e em vermelho encontram-se 0s
aminodcidos que interagiram com as proteinas de Anopheles durante o docking.

Apesar de apresentar algumas diferencas consideraveis entre as andlises, algumas
regides do Cristal BinAB se apresentaram com certa frequéncia entre os modelos sem
delimitacdo. Na BinA, aminoacidos da regido C-terminal apresentaram interacdo em algumas
espécies, principalmente os aminoacidos 349RY 350, 352HF353 e 355SE356, que se repetiram
para a maioria dos modelos. Para BinB, além dos aminoécidos ja encontrados nos modelos com
delimitacdo, a regido 195SFY A198 apareceu nos dockings de algumas espécies, assim como o
aminoacido K256A. Algumas destas regides encontram-se descritas na Figura 30.
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Figura 30 - Frequéncia de interacdo dos aminoacidos do Cristal BinAB no docking sem delimitacao.

Regides no Cristal BinAB com
maior repeticio nos dockings

Bin A aa 1 BinB aa
H33 —1—50 Kfm
Los F83
—— 100 —— 100
F105
N112 —150 Y180
R207
1 200 31_95 200
T207
D246 —1—250
K271 D233
307 —300 A309 — 300
5355 I
Y316
— 370 $417
o448

Fonte: Elaborado pela autora.

Legenda: Os aminoacidos da regido azul ndo apareceram com frequéncia, os aminoacidos das regifes verdes
aparecem em poucos modelos, nas amarelas apareceram em alguns modelos, e nas regides vermelhas apresentaram
alta frequéncia entre os dez primeiros modelos de cada interagéo.
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9 DISCUSSAO

Com o registro de um surto de malaria em &reas ndo endémicas no Brasil e detec¢do da
presenca de algumas espécies de anofelinos nas regides de transmissao, foi possivel investigar
aspectos importantes nestas espécies que podem ser utilizados como base para futuros estudos
envolvendo susceptibilidade ao L. sphaericus, ressaltando a presenca de a-glicosidases que
podem atuar como receptores do larvicida, considerando o contexto de Manejo integrado de
vetores junto a outras formas de controle de espécies de Anopheles (WILSON et al., 2020).

Ao amplificar as regides de interesse no DNA total de mosquitos adultos, obtivemos as
sequéncias pretendidas com tamanho esperado, e apds sequenciamento e construcdo das
sequéncias proteicas de cada espécie foi possivel observar que as mesmas sao ortélogas a Cqm1
e apresentaram mais de 70% de identidade e similaridade a a-glicosidases ja estabelecidas,
possibilitando o uso dessas sequéncias para as analises in silico subsequentes.

As sequéncias proteicas obtidas, mesmo com perda de aminoacidos nas por¢des N e C-
terminal, contemplam as regides consideradas importantes para ligagao descritas na Cqgmi, com
aproximadamente 80% de representacdo. E possivel observar nessas sequéncias um padréo de
N-glicosilacao distinto, tanto nas a-glicosidases ja descritas (Cgm1, Aaml e Agm3), quanto
nas espécies de Anopheles spp., e 0 padrdao de N-glicosilacdo deve ser considerado por se tratar
de uma modificacdo pos-traducional (WALSKI et al., 2017), sendo importante a avaliacdo
desse parametro em futuros estudos.

As sequéncias das sete espécies de Anopheles spp. apresentaram sitios cataliticos com
dominios conservados para a familia AmyAc_maltase, assim como Cgm1, o que sugere que
estas proteinas tenham atividade catalitica para a-glicosidases (KRASIKQOV et al., 2001). Em
relacdo as sequéncias de aminoacidos das maltases de Anopheles, é possivel observar que existe
uma conservacao significativa em todas, que apresentam mais de 80% de identidade e
similaridade quando comparadas & proteina Agm3. E importante destacar que, apesar de
pertencer a0 mesmo género, as espécies de estudo sdo encontradas principalmente em regides
da América Central e do Sul, enquanto An. gambiae € uma espécie que se concentra no
continente Africano, e devido questdes evolutivas e geograficas podem apresentar diferencas,
como é possivel observar através da andlise da filogenia (HARBACH, 2013).

As espécies de Anopheles spp. investigadas possuem escassez de informagdes em
diversos aspectos, como bioldgicos, comportamentais, bioquimicos e em bancos de dados,
principalmente no que se diz respeito a sequéncias de nucleotideos. As Unicas com
representacdo de genoma é An. darlingi e An. aquasalis, enquanto as outras possuem
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informacdes principalmente sobre sequéncias mitocondriais. Inclusive, algumas destas
espécies, como An. minor e An. sawyeri, ndo possuem um vasto registro de ocorréncia, mas
foram encontrados em locais ndo descritos anteriormente, mostrando a necessidade de maior
investigacdo (GOMES et al., 2020). Em relacdo a An. gambiae, apesar de ter a a-glicosidase
descrita por Opota et al. (2008), ndo se sabe gquais aminoacidos da Agm3 estdo envolvidos na
interagdo com o cristal BinAB. Em relacdo ao cristal, apesar de se saber que a ambas as
subunidades possuem um papel fundamental na interacdo, também ndo ha descricdo de
aminoacidos importantes nesta interacdo (CHARLES et al., 1997).

Depois de identificadas as sequéncias de aminoacidos das proteinas de interesse, foi
realizada a predicao das estruturas com base na estabelecida de Cgm1, demonstrando que existe
uma similaridade consideravel entre estas maltases. Uma diferenca é encontrada na regido
referente a 155PATGGG160, descrita como importante para ligacdo a Bin por Ferreira et al.
(2014), tanto em relacdo a sequéncia como a forma que se apresenta na estrutura. Mesmo com
as diferencas, é possivel observar que as espécies pertencentes ao mesmo subgénero
(Nyssorhynchus) possuem um padréo de aminoacidos similar nesta regido, enquanto as espécies
de diferentes subgéneros, como Anopheles minor (subgénero Anopheles) e An. gambiae
(subgénero Cellia), possuem maiores diferencas nesta regiao.

Na analise estrutural, foi demonstrada uma diferenca importante na regido
155PATGGG160, mencionada por Ferreira et al., 2014, que é a formacgéo de um loop exposto
em Cgml que possa estar envolvido no processo de ligacao, e ao predizer as estruturas de Aam1
e Agm3 é possivel observar uma mudanca na conformacdo deste loop. As espécies de
Anopheles possuem diferentes conformacg6es na respectiva regido, onde apenas An. argyritarsis
possui uma conformacéo parecida com Aaml e Agm3, e An. sawyeri possui uma conformacéo
similar a Cgml1, e inclusive apresentou um perfil de docking similiar a Cgm1, com aminoacidos
proximos daqueles anteriormente descritos.

Nos ensaios de docking, a primeira interacdo analisada para guiar as proximas analises
foi a de Cgml e a toxina binaria, utilizada com seus dois heterodimeros para que o perfil de
ligacdo seja 0 mais real possivel, considerando que pode haver mudancas na conformacéo dos
ligantes, principalmente in vivo. E possivel visualizar no primeiro modelo uma compatibilidade
com a regido de ligacdo em Cgml descrita por Ferreita et al., 2014, inclusive ressaltando os
aminoacidos 159GG160, e a maior parte dos modelos sugeridos envolveu a regido S129-A312.
A energia livre do primeiro modelo dentro do score de resultados BinAB-Cgml1 foi utilizada
como parametro para os demais rankings, considerando a sua similaridade com as regides

descritas anteriormente.
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No que diz respeito a BinB, o resultado corroborou com a regido descrita por
Singkhamanan et al. (2010) € Romé&o et al. (2011), porcdo entre N33-L158, e fisicamente
proximo das regides 85IRF87 e 147FQFY 150, descrita pelos autores. Como sdo regifes muito
proximas, existe a possibilidade que a mutacdo de alguma dessas sequéncias possa
potencialmente ter influéncia significativa o padrdo de ligagdo com as a-glicosidases. Assim,
ao analisar os modelos propostos das proximas espécies, foi feita uma analise melhores modelos
de cada espécie, considerando os aminoacidos que interagiam com a porcdo da BinB
demonstrada no docking da Cqm1 (7BNKDPRF83), e dentro ou proximo da regido compativel
de interacdo a Cqm1 descrita por Ferreira et al., 2014 (S129-A312).

Os modelos de docking referentes a Aam1 apresentaram valores discretamente maiores
de energia livre quando comparado a Cgm1, corroborando com resultados in vivo. Um dos
modelos apresentou um padrdo similar de ligacdo a Cgml, mas envolvendo apenas um
aminoacido, e esta interacdo foi utilizada como controle negativo, considerando sua
refratariedade. E importante ressaltar que mesmo que sejam descritas possiveis regides de
interacdo in silico, podem ocorrer uma série de interferéncias in vivo nesta interacdo, como as
mudancas pés-traducionais.

Dentre todas as andlises de a-glicosidases ja descritas, o perfil de docking de Agm3 se
apresentou como o mais distinto, e 0os aminoacidos envolvidos na maioria dos modelos de
analise se apresentou na porcdo C-terminal. Na literatura, ndo é bem descrito como a ligacéo
entre Agm3 e a Bin ocorre, sendo apresentadas apenas evidéncias sobre um perfil de afinidade
mais fraco quando comparado a Culex, descrito em Silva-Filha et al. (1997), e em termos de
ligacdo ambas as subunidades da Bin se ligam, porém com menor afinidade, como descrito em
Charles et al. (1997), como ja citado.

Em relacédo as espécies de Anopheles de interesse, os modelos de docking apresentaram-
se distintos de Agm3, considerando que se trata do mesmo género, com excecdo de An.
argyritarsis. Nas demais analises, as regidoes de interacdo apontadas pelos dockings se
concentraram proximos a porcao anteriormente descrita em Cgm1l, entre S129-A312. Para a
andlise final, também foram considerados a relacao filogenética entre as espécies. An. aquasalis
apresentou modelos com interacdo com 79KDPRF83, e 0 segundo modelo, representado na
figura do docking, apresentou aminoacidos dentro do estabelecido, e foi a espécie com maior
amplitude de aminoacidos interagindo nos dez primeiros modelos.

Dentro da mesma série filogenética que An. aquasalis encontra-se An. triannulatus, que

apresentou 2 modelos de ligacdo proximos da regido estabelecida na BinB, porém concentradas
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em sua regido C-terminal. O 10° modelo foi selecionado para gerar imagem do docking, pois
era 0 que apresentava maior coeréncia no perfil de ligacdo a BinB, além dos aminoacidos
envolvidos. As energias livres dos modelos propostos desta espécie se apresentaram maiores
em comparacao as outras espécies, sendo a unica com um perfil de interacéo diferente, que deve
ser avaliado em estudos futuros.

An. minor, o Unico investigado das 7 espécies que pertence a outro subgénero
(Anopheles), apresentou modelos que corroboram com a regido descrita para Cgm1, com os
mesmos aminoacidos que An. aquasalis envolvidos da ligacdo, além de apresentar energias
livres de ligacdo menores que as outras espécies, incluindo Cgml. An. braziliensis e An.
albitarsis, pertencentes a série Albitarsis, apresentaram resultados parecidos, considerando
todos os resultados de docking. Em ambos foram utilizados o segundo modelo para formagéo
da imagem, e 0os aminoacidos participantes encontram-se proximos entre ambas espécies, além
de se ligarem aos aminoéacidos estabelecidos na BinB.

An. argyritarsis e An. sawyeri, pertencentes a série Argyritarsis, demonstraram padrdes
de ligagdo diferentes. O primeiro apresentou modelos com participacdo de aminoacidos mais
proximos a regido C-terminal, e 0 modelo utilizado para formacéo da imagem apresenta poucos
aminoéacidos envolvidos na ligacdo, sendo mais proximos da regido encontrada em Agm3, e €
a Unica proteina de Anopheles spp. que apresentou uma alteracdo no loop da regido N-terminal,
da mesma forma que Agm3 quando comparado a Cqm1. J& An. sawyeri apresentou modelos
proximos da regido descrita para Cqml, inclusive no modelo escolhido apresentando um perfil
de ligacdo muito parecido com Cgm1.

Ao realizar a repeticdo dos dockings de forma livre e considerando aminoéacidos que
interagem com a BinA, foi possivel observar algumas regides do cristal com maior perfil de
interacdo entre as espécies. Agm3 apresentou 0 mesmo perfil de aminoécidos da regido C-
terminal interagindo com a BinB, e muitos aminoacidos interagindo com regiGes da BinA.
Apesar de ter apresentado um padrdo parecido com Agm3 na andlise com delimitagdo, An.
argyritarsis apresentou mais aminoacidos da regido N-terminal interagindo com as subunidades
no segundo docking.

An. aquasalis apresentou um perfil de interagdo diferente daquele apresentado no
modelo com delimitagdo, mas ainda com aminodcidos dentro da regido estabelecida como
importante para a Cgm1, o que ndo ocorreu para An. albitarsis, que apresentou um perfil
diferente e aminoacidos mais préximos da regido C-terminal interagindo com ambas as
subunidades. An. braziliensis, An. minor e An. sawyeri apresentaram regides de interacdo muito

similares com os modelos anteriores, e também demonstraram ligacdo a aminoacidos da regido
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C-terminal da BinA. An. triannulatus apresentou um modelo com maior interacdo a
aminoacidos do cristal quando comparado a primeira anélise.

Com os resultados de docking é possivel reafirmar que proteinas homologas poderiam
apresentar diferentes sitios ou perfis de ligacdo (MARTIN, 2010). Essa informacéo se reforca
com os dados sobre An. gambie, que apesar de ser suscetivel ao L. sphaericus apresenta uma
menor afinidade com a toxina binéria quando comparado & Culex, apresentando caracteristicas
diferentes, sobretudo pela interacdo ocorrer através das duas subunidades da Bin (SILVA-
FILHA et al, 1997; CHARLES, et al., 1997). Além disso, apesar de coincidir com a regido
descrita na BinB por Romao et al. (2011), algumas regiGes, tanto da subunidade BinA quanto
da BinB, se repetiram ao longo dos dockings, e podem ser utilizadas como referéncia para
futuras analises in vitro, onde é possivel confirmar o verdadeiro papel destes aminoécidos.

Como ocorreu na cidade do Conde/PA, a presenca dos mosquitos e um grande fluxo de
pessoas € 0 necessario para se ter um surto, mesmo em locais sem histérico de transmisséo.
Também é importante reafirmar a necessidade de utilizacdo de meios alternativos de controle,
ja que existe a possibilidade de desenvolvimento de resisténcia a inseticidas quimicos
(INGHAM, 2018). A presenca de possiveis a-glicosidases com consideravel identidade e
similaridade as descritas anteriormente, como Cgm1 e Agm3, em espécies que possuem poucas
informacdes em bancos de dados, amplia o conhecimento sobre o género Anopheles no Brasil,
e traz embasamento para futuros estudos de suscebtilidade para estas espécies.
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10 CONCLUSOES

a)

b)

d)

f)

9)

As espécies de Anopheles spp. contempladas no estudo, possivelmente envolvidas em
um surto de maléria extra-amazonico, apresentam o-glicosidases que potencialmente
podem atuar como receptores da toxina Bin, ingrediente ativo do Lysinibacillus
sphaericus, com alta identidade e similaridade as a-glicosidases descritas
anteriormente;

As diferencas sutis entre as a-glicosidases tanto a nivel de sequéncia quanto de estrutura,
principalmente quando comparado o motivo de ligacdo descrito em Cgml, podem
indicar variagcfes no padrdo de interacdo a toxina Bin e consequentemente sua
suscetibilidade in vivo;

Estruturalmente, o motivo de ligagdo da Cqgm1 forma um loop exposto, e no padrdo de
docking foi demonstrado a sua importancia na ligacdo & Bin. E possivel observar que as
diferencgas nesta regido implicam nos modelos de interag&o;

As andlises de docking de Cqgm1-BinB se mostraram importantes, ja que foi validada a
participacdo dos aminoacidos descritos dentro da interacdo de ambas as proteinas in
vitro, evidenciando a importancia de serem realizadas analises in silico;

Todos as espécies de Anopheles apresentaram algum modelo de interacdo a regido
estabelecida da BinB, com diferentes padrdes de aminoacidos, e apresentaram energias
livres de ligacdo préximos de Cgml, considerado o controle positivo;

Nas andlises livres de docking para Anopheles spp., foi possivel observar regides
similares de ambas as subunidades interagindo com as a-glicosidases. Na subunidade
BinA foram descritos aminoacidos principalmente da regido C-terminal, e na BinB,
além dos aminoacidos anteriormente ressaltados, outras regibes apareceram em
diferentes espécies;

As analises in silico sdo importantes neste contexto, considerando a dificuldade de se
realizar analises de suscetibilidade in vivo com larvas de anofelinos, e essas descrigdes
sdo fundamentais para futuros estudos in vitro, onde podem ser avalidas as

caracteristicas proteicas e regides descritas nos dockings.
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