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NASCIMENTO, N. A. Avaliacio da a-glicosidase Cgm1l de Culex quinquefasciatus e o
impacto de suas mutagdes na fisiologia de larvas. 2016. Dissertacdo (Mestrado em
Biociéncias e Biotecnologia em Salude) — Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, Fundacéo
Oswaldo Cruz, Recife, 2016.

RESUMO

Lysinibacillus sphaericus (Lsp) é uma bactéria entomopatdgena que produz a toxina Binaria
(Bin) com atividade larvicida para culicideos. A sua acdo em Culex quinquefasciatus depende
da ligagdo da toxina Bin a a-glicosidase (Aglu) Cgm1, que atua como receptor no epitélio
intestinal de larvas. Na col6nia R2362, foram caracterizados dois alelos de resisténcia ao Lsp:
cqmlgrec € cqmlgec-2, cujas mutacdes impedem a expressao da Aglu Cgml. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a atividade catalitica da Cqm1 e comparar a atividade a-glicosidase e o
desenvolvimento pré-imaginal de larvas de individuos susceptiveis (S) e resistentes (R) para
cada alelo. Para isto, foram avaliados os seguintes parametros: atividade catalitica da Cgm1
recombinante; padrdo de transcri¢cdo de outras Aglus pardlogas a Cqml; atividade de Aglus
nativas em larvas; sobrevivéncia de individuos frente a diferentes dietas. A Aglu Cgml
mostrou atividade enzimatica 6tima a 37° C, pH 7,5-8,0 e utilizando o substrato sintético
pNoG. A atividade a-glicosidase total em larvas S e R foi similar, apesar da auséncia de
expressdo da Cgml nas larvas R. A investigacdo in silico revelou 18 proteinas paralogas a
Cgml e, dentre 11 investigadas, nove sdo expressas em larvas S e R. A analise quantitativa de
trés paralogas demonstrou que duas tem um padrdo de transcricdo mais elevado em larvas
resistentes, sugerindo a existéncia de um mecanismo de compensacdo de expressdo de o-
glicosidases. O desenvolvimento pré-imaginal de larvas S foi decrescente nas seguintes
dietas: racdo de gatos, racdo de peixes, leite desnatado, extrato de levedura e sacarose. De
uma forma global, a taxa de sobrevivéncia de larvas R foi inferior @ S em todas as dietas
testadas. Os dados obtidos mostram que as mutacdes ligadas aos alelos cqmlgec € cmlrec-2
ndo parecem impactar a atividade Aglu nas larvas e que o custo biolégico observado poderia
estar relacionado a outros genes e vias metabolicas.

Palavras-chave: Mosquitos; biolarvicidas; resisténcia; custo bioldgico; a-glicosidases.



NASCIMENTO, N. A. Evaluation of a-glucosidase Cqm1 from Culex quinquefasciatus
and the impact of its mutations on larvae physiology. 2016. Dissertation (Master’s degree
in Life Sciences and Biotechnology for Health) — Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes,
Fundacéo Oswaldo Cruz, Recife, 2016.

ABSTRACT

Lysinibacillus sphaericus (Lsp) is an entomopathogenic bacterium that produces the
insecticidal Binary toxin (Bin) which displays larvicidal activity towards culicids. Its action to
Culex quinquefasciatus depends on the Bin toxin binding to the a-glucosidase (Aglu) Cgml,
which act as receptors bound to larvae midgut epithelium. In the R2362 colony, two
resistance alleles to Lsp were characterized: cqmlgrec and cqmlgec-2, Whose mutations prevent
the expression of Aglu Cgml bound receptors. This study aimed to evaluate the catalytic
activity of Cgm1, the total a-glucosidase activity in C. quinquefasciatus larvae samples, as
well as compare the pre-imaginal development of susceptible (S) and resistant (R) individuals
for each allele. For this purposes the following investigations were performed: catalytic
activity of Cgml; transcription pattern of Cqml paralogs; total activity of native Aglus in
larvae; survival in different diets. The Aglu Cqgm1 showed optimal enzymatic activity at 37°
C, pH 7,5-8,0 using the synthetic substrate pNaG. The total a-glucosidase activity in S and R
was similar, despite the lack of Cgm1 expression in R larvae. In silico search revealed 18
proteins which are Cgml paralogs and nine, among eleven investigated, showed to be
expressed in S and R larvae. The quantitative analysis of three of those paralogs showed that
two of them displayed an increased level of transcription in resistant larvae, suggesting that a
mechanism of compensation of a-glucosidases expression may occur in these larvae. The pre-
imaginal survival of S larvae was decreasing using the following diets: cat food, fish food,
skim milk, yeast extract and sucrose. An overall analysis show that survival rates were lower
for R larvae, compared to S ones, in all diets tested. Data show that mutations from the
cqmlrec and cqgmlgec-2 alleles do not seem to have an impact on the a-glucosidase activity
and the biological cost observed could be related to other genes and metabolic pathways.

Keywords: Mosquitoes; biolarvicides; resistance; fitness cost; a-glucosidases.
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Avaliagdo de a-glicosidases de Culex quinquefasciatus... Nascimento, N. A. 18

1 INTRODUCAO

A bactéria entomopatogena Lysinibacillus sphaericus (Lsp) apresenta alta toxicidade
para culicideos, e biolarvicidas a base deste agente sdo produzidos comercialmente sobretudo
para o controle de espécies de Culex e Anopheles. O Lsp tem sido utilizado no Programa de
Controle da Filariose do Recife, desde 2003, para reduzir a densidade de Culex
quinguefasciatus, que é vetor da Wuchereria bancrofti nesta area. O C. quinquefasciatus
também pode ser vetor primario de arbovirus de importancia na satde publica, além de causar
forte incbmodo as populagdes em muitas areas urbanas.

O principal fator inseticida de Lsp é a protoxina binaria (Bin), proteina contida em
cristais produzidos durante a esporulacdo bacteriana. Estes cristais tém acdo larvicida por
ingestdo, sdo solubilizados em pH intestinal alcalino e as protoxinas sdo processadas por
serina-proteases para a forma de toxinas ativas. Para a agdo do Lsp, a toxina Bin deve ligar-se
a receptores especificos presentes no epitélio intestinal das larvas. Em C. quinquefasciatus,
este receptor, denominado Cqml (Culex quinquefasciatus maltase 1), é uma o-glicosidase
(Aglu - EC 3.2.1.20) de 66 kDa, com 580 aminoacidos, que esta ligada ao epitélio intestinal
das larvas através de uma ancora do tipo glicosil-fosfatidilinositol (GPI). As Aglus
desempenham uma funcdo primordial na digestdo, pois agem na clivagem de moléculas de
glicose a partir de carboidratos essenciais que fazem parte da dieta de culicideos.

A Aglu Cgm1 foi inicialmente caracterizada por atuar como receptor da toxina Bin no
intestino de larvas de C. quinquefasciatus. Esta molécula é fundamental para a acdo da toxina
e mutacGes no seu gene podem impedir a sua expressdo como proteina de membrana no
epitélio intestinal. Este tem sido o principal mecanismo de resisténcia detectado e, até o
momento, oito alelos do gene cgml associados a resisténcia ja foram identificados em
colbnias selecionadas em laboratério ou em populacdes de campo tratadas com o Lsp. A
auséncia de receptores Cqml no epitélio intestinal confere refratariedade total das larvas a
toxina Bin, visto que esta Aglu € o principal sitio-alvo da toxina.

Dois dos alelos de resisténcia ja descritos, denominados cqmlgrec € cqmlgec.2, foram
identificados na colénia R2362, selecionada artificialmente com o Lsp no laboratério de
Entomologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPqgAM-FIOCRUZ/PE) para
realizar estudos de resisténcia a este agente. O alelo cqmlgrec apresenta uma delecdo de 19
nucleotideos (posicdo 1334-1352), que causa uma mudanca na fase de leitura e gera um codon
de terminacdo da tradugdo prematuro (posicdo 443). Neste caso, a proteina Cgml_REC,

potencialmente codificada por este alelo, é truncada (442 AA) e seria solGvel por ndo possuir
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a ancora GPI, fator que impede a sua localizagdo no epitélio para ligar-se a toxina Bin. O alelo
cqmlgec-2 é caracterizado por uma transicdo G1292A que gera um cddon de terminacdo de
traducdo prematuro (posicdo 431) e, a exemplo do alelo cqmlgrec, também codifica uma
proteina truncada (430 AA) que, se produzida, seria sollvel. Embora distintas, as duas
mutacdes tém efeito semelhante, pois ambas impedem a expressdo de proteinas completas
(580 AA) e dotadas de ancora GPI para sua correta localizagdo na superficie do epitélio
intestinal.

A resisténcia da colonia R2362 foi inicialmente associada ao alelo cqmlgec, Visto que
todas as larvas analisadas para o gene cqml no primeiro estudo realizado (F74) eram
homozigotas para este alelo. No entanto, novas avaliagdes (F180) revelaram o alelo cqm1gec.-2
nesta colbnia. A avaliacdo retrospectiva mostrou que o alelo cgmlgec era predominante na
F35 (0,75 cqgmlrec X 0,25 cqmlgec-2). Por razdes ainda ndo elucidadas, o alelo cgmlgec
tornou-se minoritario, pois o alelo cqmlgec-2 teve um aumento de sua freqiiéncia e na F191
representava 0,69. Estes resultados apontam que ocorreu um processo de co-selecdo dos
alelos cgmlgec € cgmlgec nesta colbnia mantida em laboratério, sem fluxo génico,
constituindo um modelo Unico para o estudo da evolugédo de resisténcia. O conjunto de dados
obtidos sugere que o alelo cqm1gec foi preferencialmente selecionado nas primeiras geracdes,
entretanto, sua freqliéncia foi reduzida a uma proporcéo inferior a do alelo cqgmlgec-2 nas
Gltimas avaliacdes. E possivel que individuos homozigotos para o alelo cqmigec., tenham um
melhor desempenho bioldgico em relacdo aos homozigotos para o alelo cgmlgec, sob
determinadas condicdes, e esta pode ser uma das razdes associadas a substituicdo observada
na colénia R2362. Colonias homozigotas para cada alelo foram estabelecidas (REC e REC-2)
e tém sido mantidas em laboratério, o que permite estudos para a caracterizacao especifica de
expressao e atividade da Aglu Cgml, e de outras Aglus potencialmente expressas nestas
larvas. Dados prévios do grupo apontaram que larvas de C. quinquefasciatus possuem Aglus
parélogas a Cqgml que ainda ndo foram identificadas e que podem ter um importante papel,
sobretudo em individuos desprovidos da CqmL1.

Diante do exposto, o principal objetivo deste estudo foi realizar uma caracterizacdo da
Aglu Cgml e avaliar o impacto de mutacdes neste gene na fisiologia de larvas de C.
quinquefasciatus susceptiveis e resistentes. O estudo comparativo de Aglus € uma
contribuicdo relevante para avaliar se os alelos do gene cgml associados a resisténcia podem
exercer um impacto na capacidade adaptativa dos individuos homozigotos para cada alelo e,
consequentemente, o risco que eles representam se forem selecionados em populagdes de

campo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biologia de Culex quinquefasciatus

Culex quinquefasciatus Say 1823 é um inseto da ordem Diptera, pertencente a familia
Culicidae, e que possui uma grande importancia na satde publica. E um mosquito
cosmopolita, encontrado em areas urbanas de regides tropicais e subtropicais. As fémeas de
C. quinquefasciatus p6em os ovos preferencialmente em habitats ou criadouros com alta
concentracdo de matéria organica em decomposicdo, como esgotos ou fossas (CONSOLI;
OLIVEIRA, 1994). No Brasil, esta espécie possui distribuicdo abrangente e abundéncia
influenciada pela presenca humana e urbanizacdo, sendo considerada uma espécie
sinantrépica (FORATTINI et al., 1993). C. quinquefasciatus € um inseto holometabolo e o
seu ciclo de vida compreende as fases de ovo, quatro estagios larvais, pupa e adulto. O ciclo é
considerado relativamente curto, durando cerca de dez dias desde o ovo até a emergéncia do
adulto (Figura 1). Logo ap0s o periodo de desenvolvimento embrionario, ocorre a eclosdo das
larvas do 1° estadio (L), seguida por mais trés estadio larvais (L, Ls e L4) até chegarem a
fase de pupa, a partir da qual ocorre a emergéncia dos adultos, que corresponde a fase alada
(CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). O desenvolvimento pré-imaginal ocorre no ambiente
aquatico, e é composto pelas fases de ovo, quatro estadios larvais (L1, Lo, L3 e Ls) e pupa.
Pode haver varia¢Ges na duracdo do ciclo devido a fatores bidticos (eg. densidade e nutricdo)
e abioticos (eg. temperatura e fotoperiodo). As larvas se alimentam de matéria organica
disponivel no meio aquético, enquanto os adultos se alimentam de seiva vegetal. As fémeas

também realizam hematofagia, que é necessaria para desenvolvimento dos ovos.
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Figura 1 — Representagao do ciclo biolégico de Culex quinquefasciatus.
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Fonte: Hill e Connelly (2009).

Legenda: Apds a postura dos ovos agrupados sob a forma de jangada, as larvas eclodem e passam por quatro
estadios, com média de 24 h cada, transformam-se em pupas que, em até 48 h, atingem a fase adulta. O ciclo tem
duracdo média de dez dias.

Devido ao héabito hematofagico das fémeas, algumas espécies de culicideos
apresentam importancia na salde publica, pois podem atuar como vetores de agentes
patogénicos ao homem e outros vertebrados. No Brasil, C. quinquefasciatus é o vetor do
nematodo Wuchereria bancrofti, que é o agente etiologico da filariose linfatica (BRASIL,
2011). Atualmente, cerca de 1,4 bilhdo de pessoas em 73 paises vivem em area de risco para a
filariose linfatica, e h& cerca de 120 milhdes de pessoas infectadas. Destes, cerca de 40
milhdes estdo afetados pela morbidade que esta doenca causa (ORGANIZACAO MUNDIAL
DE SAUDE, 2014).

A cidade do Recife ainda possui areas endémicas, pois tem ocorrido introducdo e/ou
transmissédo da filariose (MEDEIROS et al., 2003). Em Pernambuco, a parasitose também foi
encontrada na cidade do Recife e em areas pertencentes a Regido Metropolitana, em cidades
como Olinda, Jaboatdo dos Guararapes e Paulista (BRANDAO et al., 2015; FONTES et al.,
2012; RECIFE, 2008; ROCHA et al., 2010). Devido a este cenario e a decisdo da OMS de
erradicar a doenca a nivel mundial até 2020 (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
1997, 2000), a cidade do Recife implementou o Programa de Controle da Filariose, cujo

objetivo é eliminar a doenca através de diversas acdes que incluem o tratamento da populagéo
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humana com drogas microfilaricidas e acfes de combate ao C. quinquefasciatus (ROCHA et
al., 2010). No subprograma de controle de vetores, tém sido utilizados larvicidas bioldgicos a
base da bactéria entomopatogénica Lysinibacillus sphaericus (Lsp), que sera detalhado nas
proximas se¢cbes. Em um monitoramento realizado pelo Programa SANAR — Programa de
Enfrentamento as Doencas Negligenciadas - na Regido Metropolitana do Recife, foi
observado que, entre 2009 e 2012, houve uma queda de 69 para 5 casos positivos para a
infeccdo, indicando que as acGes tomadas para o controle desta doenca estdo tendo sucesso e
precisam ser continuadas (PERNAMBUCO, 2013).

O C. quinquefasciatus também pode ser vetor primério de arbovirus como o virus do
Nilo Ocidental (VNO), Oropouche, Saint Louis, Rocio, entre outros (FIGUEIREDO, 2007,
GODSEY et al., 2005; MONDINI et al., 2007). O VNO pode causar uma doenca neurologica
fatal em humanos, além de causar doengas severas e mortes em cavalos, e tem as aves como
seus hospedeiros naturais (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2011). No Brasil, o
VNO foi detectado em aves e equinos, em &reas do Nordeste, Norte e Centro-Oeste
(MELANDRI et al., 2012; OMETTO et al., 2013; SILVA et al., 2011). Recentemente, foi
diagnosticado o primeiro caso humano, no Brasil, em um agricultor residente no Piaui, porém

ainda ndo foi esclarecido se o caso foi autoctone ou importado (VIEIRA et al., 2015).

2.2 Controle populacional de mosquitos

O controle de diversas doencas, como malaria, dengue e filariose, que apresentam
mosquitos como vetores dos respectivos agentes etioldgicos, pode ser alcancado através da
reducdo das populacdes destes insetos (HEMINGWAY, 2014). Entretanto, o controle de
culicideos € complexo pois 0s mosquitos apresentam caracteristicas biolégicas como ciclo de
vida curto, elevada taxa reprodutiva e adaptacdo ao ambiente (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994)
que, associadas a precariedade das condi¢des ambientais de areas urbanas, contribuem para
sua proliferacdo. Ap6s a descoberta dos inseticidas quimicos, o controle de vetores teve um
grande impulso, sobretudo devido ao uso, a partir de 1950, do inseticida organoclorado
dicloro-difenil-tricloroetano (DDT). Em seguida, outras classes inseticidas foram introduzidas
como os organofosforados, carbamatos e piretrdides. Entretanto, o uso destes compostos
quimicos tem sofrido restricdes devido a sua toxicidade para organismos nao-alvo e a selecédo
de populagdes resistentes aos compostos utilizados (CHAREONVIRIYAPHAP et al., 2013;
HEMINGWAY; RANSON, 2000). Dados na literatura tém relatado casos de intoxicacdo de

humanos por organofosforados e carbamatos que causa centenas de milhares de mortes a cada
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ano, e apontam a necessidade de reducdo ou substituicdo do uso destes compostos (KING;
AARON, 2015).

Estas limitacGes decorrentes do uso de inseticidas quimicos motivaram a busca de
métodos de controle mais seletivos, tais como agentes de controle bioldgico. Podem ser
utilizados predadores, patégenos, parasitas, competidores ou toxinas produzidas por estes
agentes (MITTAL, 2003). As bactérias entomopatogénicas produzem toxinas inseticidas que
tém acdo para lepidopteros, dipteros, coledpteros, dentre outros, e sdo 0s agentes de controle
bioldgico mais utilizados na atualidade. Este grupo se caracteriza pela producdo de cristais
protéicos, que possuem toxinas com acdo inseticida. Os cristais agem por ingestdo e tem
como alvo as células do epitélio intestinal, onde estdo localizados receptores especificos para
as toxinas do cristal (BRAVO et al., 2011; MITTAL, 2003). A bactéria L. sphaericus
apresenta alta toxicidade para culicideos e, por este motivo, biolarvicidas a base deste agente
sdo produzidos comercialmente e vem sendo usados em programas de controle de vetores,
sobretudo de espécies dos géneros Culex e Anopheles (LACEY et al., 2007; REGIS et al.,
2001).

2.3 Lysinibacillus sphaericus e toxinas inseticidas

O Lysinibacillus sphaericus Neide, anteriormente classificado como Bacillus
sphaericus, teve sua proposta de alteracdo de nome devido a producdo de peptidoglicanos
contendo os aminodcidos lisina e acido aspartico (AHMED et al., 2007). O L. sphaericus
(Lsp) é uma bactéria Gram-positiva, aer6bica, esporulante e que possui distribuicdo
cosmopolita podendo ser encontrada em solos e ambientes aquaticos (DAVIDSON, 1984).
Esta bactéria € classificada como entomopatdgena, visto que durante sua esporulacdo produz
cristais que contém proteinas inseticidas para larvas de algumas espécies de mosquitos. Os
cristais localizam-se proximos aos esporos que se encontram na regido terminal do esporangio
em forma de raquete (Figura 2). A primeira linhagem do Lsp com atividade inseticida para
mosquitos foi isolada em 1965 nos Estados Unidos em larvas moribundas de Culiseta
incidens (KELLEN et al., 1965). Posteriormente, foram caracterizadas diversas cepas com
alto potencial larvicida para culicideos como: 1593 da Indonésia (SINGER, 1974); 2297 do
Sri Lanka (WICKREMESINGHE; MENDIS, 1980); 2362 da Nigéria (WEISER, 1984); e C3-
41 da China (ZHANG et al., 1987).
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Figura 2 — Lysinibacillus sphaericus em fase de esporulagéo (Visdo longitudinal em micrografia eletrénica).

Fonte: Modificado de Kalfon et al. (1984).
Legenda: E = esporo; C = cristal protéico.

Até o presente, quatro classes de toxinas inseticidas produzidas pelas cepas de Lsp
foram identificadas: toxina Binaria (Bin), toxinas Mtx, toxinas Cry e a Sphaericolisina. Estas
toxinas sdo sintetizadas em fases distintas do desenvolvimento da bactéria e por diferentes
cepas (BERRY, 2012), e suas principais caracteristicas estdo descritas a seguir.

As cepas de Lsp que possuem alta atividade larvicida para culicideos, tais como a
1593 e a 2362, produzem as protoxinas Bin em cristais proteicos, durante a fase de
esporulacdo (BERRY, 2012). O cristal proteico apresenta quantidades equimolares de duas
subunidades, que sdo denominadas BinA (42 kDa) e BinB (51 kDa), sendo esta considerada
uma proteina heterodimérica. A protoxina é denominada binéaria (Bin), pois ambos
polipeptideos sdo necessarios, em concentracdo equimolar, para provocar uma alta toxicidade
para os insetos (BAUMANN et al., 1991). Esta é a principal toxina inseticida produzida pelo
Lsp e é o principio ativo dos produtos comerciais hoje disponiveis. As suas caracteristicas
serdo descritas de forma detalhada na segéo 2.4.

A segunda classe de toxinas descobertas sdo as toxinas Mtx (Mosquitocidal Toxins ou
toxinas mosquitocidas) que sdo produzidas durante a fase vegetativa de crescimento e estdo
classificadas em trés tipos: Mtx1 (100 kDa), Mtx2 (32 kDa) e Mtx3 (36 kDa). Por serem
produzidas na fase vegetativa, estas proteinas apresentam atividade baixa ou instavel,
provavelmente devido a degradacdo proteolitica no meio de cultura. Entretanto, na cepa 1693
de Lsp, modificada expressando o gene da Mtx1, houve toxicidade para larvas de culicideos
durante a fase de crescimento vegetativo e durante a esporulacdo (THANABALU; PORTER,
1995). Quando expressas de forma recombinante em Escherichia coli, as toxinas Mtx1 e
Mtx2 apresentam alta atividade larvicida para culicideos (WEI; CAl; YUAN, 2006; WIRTH
et al., 2007).

Proteinas da familia Cry, que € a principal classe de toxinas inseticidas produzidas
pelas subespeécies de Bacillus thuringiensis (BRAVO et al., 2011; CRICKMORE et al., 1998),
tambem podem ser produzidas por Lsp. As toxinas Cry48Aa (135 kDa) e Cry49Aa (53 kDa)

foram identificadas na cepa IAB59 de Lsp. Assim como a toxina Bin, elas séo produzidas em
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cristais durante a fase de esporulacdo e agem em sinergia, sendo considerada uma nova toxina
Binaria. Quando as toxinas sdo administradas na sua forma de proteina purificada e em
concentracdo equimolar, elas apresentam alta atividade larvicida para C. quinquefasciatus,
comparavel aquela apresentada pela toxina Bin (JONES et al., 2007). Entretanto, nas cepas
nativas, a Cry48Aa apresenta um déficit ou instabilidade de producdo fazendo com que a
atividade larvicida nesta cepa ndo seja muito elevada, pois a producédo dos fatores toxicos ndo
é equimolar. A acdo das toxinas Cry48Aa/Cry49Aa parece se limitar ao género Culex, ndo
sendo efetiva para larvas de Aedes aegypti e Anopheles gambiae (JONES et al., 2008).

A mais recente toxina identificada, a partir da cepa A3-2 de Lsp, € uma citolisina de
53 kDa, denominada Sphaericolisina. Nesta cepa ndo foram encontrados genes de outras
toxinas ja caracterizadas. A Sphaericolisina tem toxicidade quando injetada em Blatella
germanica (Blattodea) e Spodoptera litura (Lepidoptera), e ela também ja foi isolada a partir

de um 6rgéo digestivo do inseto Myrmeleon bore (NISHIWAKI et al., 2007).

2.4 Toxina Binaria (Bin)

A toxina Bin é uma proteina inseticida produzida sob a forma de cristais de maneira
abundante e estavel durante a esporulacdo. Por esta razdo, os biolarvicidas comerciais sao
produzidos a partir de cepas de Lsp, que sdo produtoras de cristais contendo a protoxina Bin
(LACEY et al., 2007; REGIS et al., 2001). Estes cristais tem acdo larvicida por ingestao, pois
as larvas se alimentam por filtracdo de particulas em suspensdo no meio aquatico. Uma vez
ingeridos, os cristais sdo solubilizados em pH intestinal alcalino (=10), as protoxinas sao
liberadas no Iumen e, devido a acdo de serina-proteases, 0s polipeptideos de 42 (BinA) e 51
(BinB) kDa séo clivados em componentes de 39 e 43 kDa, respectivamente, que constituem a
forma ativa (BROADWELL; BAUMANN, 1987). A principal etapa do modo de acdo do Lsp
é o reconhecimento e ligacdo da toxina Bin a receptores especificos presentes no epitélio
intestinal, que ocorre através do componente BinB, enquanto o componente BinA €
responsavel pela toxicidade (CHARLES; NIELSEN-LEROUX, 1997; NICOLAS et al.,
1993). As subunidades BinA e BinB, quando alinhadas, apresentam 25% de identidade e 40%
de similaridade. Além disso, as sequéncias de aminoacidos mais conservadas incluem
principalmente regides hidrofobicas, que estdo possivelmente envolvidas na interagdo com a
membrana (BAUMANN; BROADWELL; BAUMANN, 1988; CHARLES; NIELSEN-
LEROUX; DELECLUSE, 1996).
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A subunidade BinA possui 286 aminoacidos e os dominios C-terminal e N-terminal
sdo importantes para sua interacdo com o componente BinB (OEI; HINDLEY; BERRY,
1992). O dominio C-terminal parece estar fortemente relacionado a sua atividade toxica para
as células e pode estar implicado na capacidade de formacgdo de poros na membrana do
epitélio intestinal, que favorecem a internalizacdo da toxina (ELANGOVAN et al., 2000).
Além disto, os residuos de cisteina (31, 47 e 195) desta subunidade, sdo essenciais na
toxicidade da Bin (PROMDONKAOQY et al., 2008). Do ponto de vista estrutural, os estudos até
agora realizados mostram que a porcdo N-terminal da subunidade BinA parece estar
envolvida na interagio com a BinB e analises de dicroismo circular sugeriram a
predominancia de folhas f (SRISUCHARITPANIT et al., 2012).

A subunidade BinB possui 448 AA e a regido N-terminal € responsavel pela interacdo
com os receptores no epitélio intestinal, enquanto a regido C-terminal contém porcoes
responsaveis pela ligacdo a toxina BinA (ELANGOVAN et al., 2000; OEIl; HINDLEY;
BERRY, 1992). A ligacdo da subunidade BinB ao receptor ocorre através de um segmento N-
terminal localizado entre os aminoacidos N33 a L158 da subunidade BinB. Neste trecho, 0s
aminoacidos gsIRFg7, 147FQF149 € Y150 sdo criticos para a ligacdo da toxina ao receptor
(ROMAO; MELO-NETO; SILVA-FILHA, 2011; SINGKHAMANAN et al.,, 2010). A
estrutura cristalogréfica da subunidade BinB mostrou dois dominios: o N-terminal, com uma
estrutura globular e o C-terminal, que é alongado (Figura 3). O dominio N-terminal tem
residuos de cisteina importantes para a manuten¢do da conformacéo funcional da toxina BinB,
enquanto o dominio C-terminal apresenta caracteristicas como um cluster de residuos
aromaticos e uma predominancia de residuos de serina e treonina. O dominio N-terminal tem
caracteristicas conservadas em relacdo a outras proteinas com fungdo de ligacdo a
carboidratos, corroborando a hipotese de que esta regido é responsavel pela interacdo com
receptores (SRISUCHARITPANIT et al., 2014).
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Figura 3 — Estrutura tridimensional (cristalografia) da toxina BinB.

Domain 1

Domain 2

Fonte: Srisucharitpanit et al. (2014).
Legenda: Diagrama Ribbon da toxina BinB. A estrutura é formada por dois dominios: Dominio 1 (azul), N-
terminal; Dominio 2 (vermelho), C-terminal.

O espectro de acdo da toxina Bin foi avaliado para varios dipteros e sua atividade
larvicida foi descrita para os géneros Culex, Anopheles, Aedes, Mansonia, além de outros,
sendo os simulideos refratarios. As espécies mais susceptiveis pertencem ao complexo Culex
pipiens, ao passo que no género Aedes ha uma ampla variacdo no padrdo de susceptibilidade,
sendo Ae. aegypti considerado refratario pois a concentracdo letal do Lsp para esta espécie é
cerca de 100 a 1000 vezes superior aquela para C. pipiens (NIELSEN-LEROUX; CHARLES,
1992). Foi demonstrado que a toxina Bin ndo tem capacidade de se ligar ao epitélio de larvas
de Ae. aegypti devido a auséncia de receptores especificos (FERREIRA et al., 2010). Apesar
da refratariedade do Ae. aegypti, existem espécies do género que sdo susceptiveis ao Lsp
como Aedes atropalpus, Aedes triseriatus e Aedes vexans (BERRY et al., 1993; WRAIGHT;
MOLLOY; SINGER, 1987). Do ponto de vista aplicado, biolarvicidas a base do Lsp tém sido
usados sobretudo para o controle de especies dos géneros Culex e Anopheles em diversas
partes do mundo (LACEY et al., 2007; REGIS et al., 2001). Estudos demonstraram que em
larvas de espécies suceptiveis como C. pipiens, C. quinquefasciatus, An. gambiae e Anopheles

stephensi a toxina Bin liga-se especificamente a receptores localizados no microvilli das
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celulas epiteliais do intestino. A afinidade do complexo Bin-receptor estd diretamente
correlacionada a susceptibilidade da espécie analisada. Larvas do complexo C. pipiens
apresentam o padrdo mais alto de ligacdo ja descrito, enquanto em Ae. aegypti, considerada
uma espécie naturalmente refrataria, ndo foi detectado um nivel significativo de ligacao
especifica da toxina Bin ao microvilli intestinal, confirmando o importante papel dos
receptores para agdo da toxina Bin (FERREIRA et al.,, 2010; NIELSEN-LEROUX;
CHARLES, 1992; SILVA-FILHA et al., 1997, 2004).

2.5 Receptores da toxina Bin

Os receptores da toxina Bin em C. quinquefasciatus, C. pipiens e An. gambiae foram
identificados e sdo Aglus (E.C. 3.2.1.20) ort6logas de cerca de 66-72 kDa, ligadas a
membrana apical do epitélio intestinal através de uma ancora do tipo glicosil-fosfatidilinositol
(GPI) (DARBOUX et al., 2001; OPOTA et al., 2008; PAUCHET et al., 2005; ROMAO et al.,
2006; SILVA-FILHA; NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1999). Como descrito no item
anterior, a etapa de ligacdo da toxina Bin a estes receptores € indispensavel para a acdo do
Lsp. Os receptores foram caracterizados em trés espécies e denominados como Cpml ou
Cqgm1 em referéncia a “C. pipiens ou C. quinquefasciatus maltase 1” e Agm3 em referéncia a
“An. gambiae maltase 3”. Estas sdo proteinas ortdlogas e Cqml e Agm3 possuem 78% de
similaridade. Além destas, foi identificada a ort6loga Aaml1, em referéncia a “Ae. aegypti
maltase 17, que apresenta 80% de similaridade com a Cgml, entretanto ndo apresenta
capacidade de ligacdo a toxina Bin (FERREIRA et al., 2010). O quadro 1 mostra uma sinopse
das caracteristicas destas Aglus ortologas.
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Quadro 1 — Caracteristicas de a-glicosidases ortélogas de larvas de Culex pipiens (Cpm1), Culex
quinquefasciatus (Cqm1), Anopheles gambiae (Agm3) e Aedes aegypti (Aaml).

a-glicosidase Cpml Cgml Agm3 Aaml
Gene (ORF pb) 1740 1743 1764 1746
Aminoécidos (N°) 580 580 588 582
Identidade % (AA) 100 97 66.4 74.2
Peso molecular predito (kDa) 66 66 67 66
Peso molecular (= kDa) 66 64-66 67 66
Sitios preditos de glicosilagdo 3 3 3 6
Glicosilagéo in vivo® Nd N&o Nd Sim
Localizacdo no intestino Ceco gastrico e Intestino  Estbmago  Intestino

estdbmago posterior ~ médio posterior médio

Atividade a-glicosidase Sim Sim Nd Sim
Ligacdo a toxina Bin Sim Sim Sim Né&o

Fonte: Silva-Filha, Berry e Regis (2014).
Legenda: * = Glicosilacdo verificada por tratamento com a enzima PNGase F. AA = aminoacidos. Nd = N&o
determinado.

O receptor Cgm1 de C. quinquefasciatus é codificado pelo gene cqml (Figura 4), que
possui 1870 nucleotideos (nt), sendo a regido codificante formada por 1743 nt e dois introns
(50-55 nt), cuja sequéncia esta disponivel no GenBank sob o nimero de acesso DQ333335.1
(ROMAO et al., 2006). A proteina Cqm1, além de sua fungdo primordial como Aglu, liga-se
com alta afinidade a toxina Bin, funcionando como seu receptor (DARBOUX et al., 2001;
NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1992; SILVA-FILHA; NIELSEN-LEROUX; CHARLES,
1999). A estrutura tridimensional da proteina Cgml é desconhecida, mas sabe-se que sua
conformacao é essencial para interagdo com a Bin, pois a desnaturacdo provoca a perda desta
habilidade. Dados prévios de nossa equipe demonstraram que a proteina Cgml,
aparentemente, ndo é glicosilada (FERREIRA et al., 2010), apesar de sua sequéncia
apresentar trés sitios preditos de glicosilacdo. Ferreira et al. (2014) demonstraram que a regido
N-terminal, entre os residuos S129 e A312, é responsavel pela interacdo da Cgml com a
toxina Bin, e que residuos 155sPATGGi6 SA0 criticos para esta interacdo. A modelagem
estrutural da Cgm1 mostrou que a regido envolvida na interagdo ¢ formada por a-hélices e o
motivo 155sPATGG16 estd situado em uma alga (Figura 5) que é uma localizacdo favoravel

para interacdes.
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Figura 4 — Representagdo parcial da ORF do gene cgml de Culex quinquefasciatus.
GGGAATTTGACGGATTTTGACAAGT TGGTGGAGGAATCGCACAAGAATGGGATCAAGCTGATGCT 5GACTTTATTCCGAACCA CTCGAGTGATCAGCACG 400
G N L T D F D K L VEUE S H K N G I K L M L S S D Q H 133

AGTGGTTTGTGAAGTCTGTGTTGCGGGATCCGGAGTATAGTGACTTTTATGTGTGGAGACCTCCGGCGACAGGGGGTGGTCCGCCGAATAATTGGATCTC 500
E W ¥ V K s v .L R D P E Y S D F Y V WU R P P AT G G G P P N N W I s 167

GGTATTTGGAGGGTCGGCGTGGACATATAATCAAGCGAGAGGGGAGTACTATCTGCACCAGTTTACGCCTCAGCAGCCGGATTTGAACTACCGGAATCCG 600
v ¥F 6 G S AW T Y N QAR G E Y Yy L H O F T P O 0 P D L N Y R N P 200

AAGGTGCTTGCGGAGATGACCAAGATGTTGTTCTTCTGGTTGGACCGTGGAGTGGATGGGTTCCGGTTGGACGCTATCAACCA CATGTTCGAGGATGAGC 700
K vL. A EMTKMTULF F W L D R G V D M F E D E 233

AGTTCCGGGATGAGCCGTTGTCTGGGTGGGGACAGCCGGGAGAGTACGATTCTTTGGATCACATTTATACCAAGGACATCCCGGATGTGTATGATGTGGT 800
Q ¥F R D E P L S G W G Q P G E Y D s L DH I Y T K DI P D V Y D V V 267

TTACAACTGGCGGGATCAGATGGATAAGTATTCCGCGGAGAAAGGCCGTACTATCATTCTGATGACGGAAGCGTATTCGAGCATCGAGGGAACGATGCTG 900
Yy N W R D O M D K Y S A E K G R T I I L M T s I E G T M L 300

TACTACGAGAGTGCGGACCGGAAGCGCCAGGGAGCTCACATGCCGTTCAACTTCCAGCTGATCTATGACTTTAAGAAGGAGCAGAACGCCGTTGGGCTGA 1000
Yy ¥y £ S A D R KR O GAIHM?PFNF QL I Y D F K K E Q N A V G L 333

AGAATTCGATCGACTGGTGGATGAACAACATGCCGGCTCGACACACTCCAAGCTGC GTAGCTGGATCGCACGATCATTCACGGGTAGCGTCACGAGTTGG 1100
K Ns I b W WWMNDNM?P A R HT P S W H S R V A S R V G 367

ACTAGATCGGGTTGATCAGGTCATGACGTTGCTGCATACCCTGCCGGGGACTAGTATTACGTATTACGGTGAAGAGGTAGCCATGCAGGACTTCAAAGAG 1200

r. b R VD QVMTL L HTL P T s I T Y Y G E E V A M Q D K E 400
GCTCAGCAGTTCGACAACCGAGA1T CCGAACCGGACGCCGATGg}&GTGGGACTCGTCGACCAGTGCCGGGTTCAGCACAAACACCAACAC A sCTCCGCG 1300
A Q Q F DN RDPNURT P M OQWD sSs s T S A G F s TN TN T W L R 433

Fonte: VectorBase.

Legenda: A regido codificante do gene cgml é formada por 1743 nt e estd disponivel no GenBank (DQ333335.1). A figura representa a sequéncia
nucleotidica da regifo (300-1300) que compreende os dominios conservados em a-glicosidases de mosquitos (azul), a delecéo de 19 nt correspondente a
mutacdo do alelo cqmlgec (verde) e a mutacdo pontual G1292A correspondente ao alelo cqmlggc., (rosa).



Avaliagdo de a-glicosidases de Culex quinquefasciatus... Nascimento, N. A. 31

Figura 5 — Modelagem predita da proteina Cqm1 selvagem através do I-TASSER.

Fonte: Ferreira et al. (2014).
Legenda: Diagrama Ribbon da proteina Cgm1 selvagem. Quadrado destaca os residuos localizados na alga que
estdo implicados na ligagdo a toxina Bin.

2.6 Resisténcia a toxina Bin

Os estudos de resisténcia de Culex ao Lsp tém demonstrado a importancia das Aglus
Cpml e Cgml, pois elas sdo receptores da toxina Bin, e sua auséncia no microvilli intestinal
de larvas é o principal mecanismo de resisténcia registrado (NIELSEN-LEROUX et al., 2002;
OLIVEIRA et al., 2004; SILVA-FILHA et al., 2004). A utilizacdo do Lsp para o controle de
culicideos tem se mostrado eficiente, entretanto, a acdo da toxina Bin depende da ligacdo a
uma Unica classe de receptores (Aglu Cgm1l), o que favorece o surgimento de resisténcia
(FERREIRA; SILVA-FILHA, 2013). Mutacbes no gene que codifica o receptor podem
acarretar uma falha de ligacdo a toxina e, por consequéncia, a resisténcia. Oito alelos do gene
cgml/cpml associados a resisténcia ja foram descritos em col6nias selecionadas em
laboratério ou em populagdes de campo (CHALEGRE et al., 2012, 2015; DARBOUX et al.,
2002, 2007; GUO et al., 2013; ROMAO et al., 2006). A auséncia de receptores Cqmi
localizados no epitélio intestinal confere refratariedade total das larvas a toxina Bin (Figura
6). Uma sinopse dos alelos do gene cgml/cpml que possuem mutacGes associadas a
resisténcia a toxina Bin esta apresentada no quadro 2.

O alelo cpmlgeo, identificado na colénia GEO, é caracterizado por uma mutagao
“nonsense” na posicdo T1706A, que gera um codon de terminacdo de tradugdo prematuro,

levando a producdo de uma proteina truncada com 568 aminoéacidos, desprovida de &ncora
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GPIl (DARBOUX et al., 2002). Dois alelos, cpmlgp e cpmlgp-del, foram identificados em
uma populagdo de campo resistente na Franga (BP). O alelo cpmlgp apresenta uma mutacao
“nonsense” GIn396Stop, que gera um codon de parada de traducdo prematuro, com a
producdo de uma proteina truncada de 395 aminoacidos sem ancora GPI. Ja o alelo cpm1gp-
del é originado a partir da insercdo de um elemento transponivel no éxon 2, que gera uma
delecdo de 198 nt. A proteina produzida apresenta 514 aminoacidos e tem ancora GPI,
entretanto a perda de 66 aminoacidos impede a sua ligacdo a toxina Bin (DARBOUX et al.,
2007). O alelo cgmlR, identificado na coldonia CqRL/C3-41 (China), apresenta uma delecao
da C445, levando a formacao de um cddon de terminacdo da traducdo prematuro na posicao
582 e a mudanca do quadro de leitura dos 539 amino&cidos subsequentes. A proteina expressa
apresenta 194 aminoéacidos e é desprovida de ancora GPI (GUO et al., 2013).

Na col6nia R2362, selecionada em nosso laboratdrio, foram identificados dois alelos:
cqmlgrec € cqmlgrec-2 (Figura 4). No alelo cgmlgec ocorre uma delecdo de 19 nt na posicéo
1334-1352, que causa uma mudanca na fase de leitura e gera um codon de terminacdo da
traducdo prematuro na posicdo 443. Neste caso, a proteina codificada € truncada,
apresentando 442 aminoécidos e sem sinalizacdo para a &ncora GP1 (ROMAO et al., 2006). O
alelo cqmlgec-, € caracterizado por uma mutacdo G1292A, esta gera um cédon de terminacao
de traducéo prematuro (posicdo 431) assim como ocorre no alelo cqmlgec, € também codifica
para uma proteina truncada com 430 amino&cidos que seria soltvel (CHALEGRE et al.,
2015). Os alelos cqgmlp.is € cgmlp.,s foram identificados diretamente a partir de larvas
coletadas em populac6es de campo em Recife, e apresentam delecdes de 16 (1306-1321) e 25
(1276-1300) nt, respectivamente, ambos originam um codon de terminagdo de traducédo
prematuro e os transcritos codificam para proteinas desprovidas de ancora GPl (CHALEGRE
et al., 2012). Em todos os casos descritos no quadro 2, a resisténcia esta associada a auséncia
de receptor ligado ao epitélio intestinal para ligacdo a toxina Bin, exceto no caso do alelo

Cpmpr-del.
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Figura 6 — Representagdo esquematica de receptores no intestino de larvas de culicideos.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: A = representacdo de intestino de individuo susceptivel com os receptores Cqml (esferas laranja)
ligados ao epitélio intestinal via &ncora GPI (seta). B = representacdo de intestino de individuo resistente com
proteinas secretadas no limen intestinal, desprovidas de ancora GPI.

Quadro 2 — Alelos de resisténcia de Culex sp. associados a resisténcia a toxina Bin do Lysinibacillus sphaericus.

Alelo Pais Fonte Mutac&o GPI?
cpmilceo’ EUA  Laboratorio Transicdo T1706A Nao
cpmilgp? Franca Campo Transicdo GIn396Stop Né&o
cpmlge-del? Franca Campo Delecdo 198 nt Sim
cgmiR® China  Laboratorio Delecéo C 445 Nao
cgmlgec? Brasil  Laboratério Delecdo 19 nt (1225-1243) Néo
cqmlgecs’ Brasil  Laboratorio Transicdo G1292A Néo
cqmlp.ig’ Brasil Campo Delecdo 16 nt (1306-1321) Néo
cqmlp.as’ Brasil Campo Delecdo 25 nt (1276-1300) Nao

Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: ®Sinalizagdo para &ncora do tipo GPI (glicosil-fosfatidilinositol) disponivel. PReferéncias. * = Darboux
et al. (2002). 2 = Darboux et al. (2007). * = Guo et al. (2013). * = Romdo et al. (2006). ° = Chalegre et al. (2015).
6 = Chalegre et al. (2012).

2.7 Alelos de resisténcia da coldénia R2362

Larvas homozigotas para os alelos cgmlgec e cgmlgec. identificadas na colbnia
R2362 (CHALEGRE et al., 2015; ROMAO et al., 2006), si0 0 objeto deste estudo. Esta
colénia de C. quinquefasciatus, fundada a partir de ovos coletados em criadouros do Recife,
foi selecionada em laboratdrio e atingiu um alto nivel de resisténcia (RR = 100.000) ao Lsp

2362 ap0s 46 geragOes de exposicdo (PEI et al., 2002). O mecanismo de resisténcia desta



Avaliagdo de a-glicosidases de Culex quinquefasciatus... Nascimento, N. A. 34

coldnia é a auséncia de receptores Cqml no epitélio das larvas (OLIVEIRA et al., 2004)
causada pelo alelo cqmlgec em homozigose (ROMAO et al., 2006). Este alelo, como descrito
anteriormente, apresenta uma mutacdo de 19 nt no gene cqml e o respectivo transcrito
codifica para uma proteina desprovida de ancora GPI e, portanto, ausente do epitélio
intestinal, impossibilitando a agcdo da toxina Bin nas larvas. Quando a base molecular da
resisténcia da col6nia foi caracterizada em larvas da geracdo F74, este fenétipo foi associado
ao alelo cgmlgec Visto que todos os individuos eram homozigotos para este alelo (PEI et al.,
2002; ROMAO et al., 2006). A colénia foi mantida continuamente em laboratério e novas
avaliacdes a partir do sequenciamento do gene cqml de um numero maior de individuos na
geragdo F180, revelaram a existéncia de um novo polimorfismo. Este, identificado como alelo
cqmlgrec-2, € caracterizado por outra mutacdo que também codifica para um transcrito de uma
proteina desprovida de ancora GPI, conforme descrito no item 2.6. Um método de PCR-
multiplex especifico para detectar os alelos cqml, cqgmlrec € cqmlgrec foi padronizado
(Figura 7), sendo usados quatro primers cuja associacdo pode gerar amplificacGes de
fragmentos especificos para cada alelo para a determinacdo do genotipo dos individuos para
este locus (CHALEGRE et al., 2015).

Uma avaliacdo de frequéncia destes dois alelos em diferentes momentos da colonia
mostrou que na geracdo F35 o alelo cgmlgrec era predominante com frequéncia de 0,75,
enquanto o alelo cqmlgrec-2 apresentava uma frequéncia de 0,25. Foi detectado um aumento na
frequéncia do alelo cqmlgrec, superior a 0,60 a partir da geracdo F182 (grafico 1). Estes
resultados apontam que esta variacdo na frequéncia se deve a um processo de co-selecdo dos
alelos cgmlgec € cgmlgec nesta coldnia mantida em laboratério, sem fluxo génico,
constituindo um modelo Gnico para o estudo de alelos de resisténcia.

No estudo de Chalegre et al. (2015) foram obtidas subcol6nias formadas por
individuos homozigotos dos alelos de resisténcia cqmlgec € cqmlgrec.2, possibilitando a
analise destes alelos. Um ensaio de competicdo dos alelos cqmlgrec € cgmlgec-2 SOb condicdes
de laboratério foi realizado a partir de uma subcol6nia cuja geracdo parental foi formada por
individuos homozigotos para cada alelo em igual frequéncia (1:1). Nas progénies desta
subcol6nia, houve aumento da frequéncia do alelo cqmlgec a partir da geragdo Fs, que foi
mantida nas sete geracGes subsequentes avaliadas (grafico 2). Neste caso, a exemplo do que
foi observado na colonia R2362, o alelo cqmlgec foi preferencialmente selecionado. As
razdes que levaram a selegéo inicial do cqmlgec ndo foram elucidadas. Os dados da evolugcéo

dos alelos nas coldnias estudadas sugerem que eles podem ter diferentes capacidades de
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competicdo, apesar de ambos os alelos provocarem um nivel de resisténcia similar e através

de um mecanismo equivalente.

Figura 7 - Separacdo eletroforética de fragmentos amplificados por PCR para alelos do gene cqml de larvas de
Culex quinquefasciatus das colénias S, REC e REC-2.

Fonte: Chalegre et al. (2015).
Legenda: REC-2 = Individuos homozigotos para o alelo cqmlgec.,. S = Individuos homozigotos para o alelo
cgml. REC = Individuos homozigotos para o alelo cqmlgec. M = Marcador em pares de bases.
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Gréfico 1 — Frequéncia dos alelos cqmlgec € cgmlgec, em larvas de Culex quinquefasciatus da col6nia R2362.
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Fonte: Chalegre et al. (2015).
Legenda: A avaliagdo foi feita em diferentes geragdes na colénia R2362, mantida em condi¢des de laboratério.
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Gréfico 2 — Frequéncia dos alelos cqmlgec € cqmlgec., em larvas de Culex quinquefasciatus da subcoldnia
R2362/RECREC-2, mantida sob condi¢fes de laboratorio, por 10 geragdes (F1 a F10).
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Fonte: Chalegre et al. (2015).
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2.8 Custo bioldgico associado a resisténcia

A resisténcia a um determinado inseticida caracteriza-se pela capacidade dos insetos
sobreviverem a doses que sdo letais para a maioria dos individuos expostos. A resisténcia esta
frequentemente associada a um custo biologico, e este custo pode ser definido como a
realocacdo de recursos para a manutencdo da maquinaria de resisténcia, em detrimento da
aplicacdo destes recursos em outras caracteristicas que sdo importantes para o desempenho
biolégico do organismo (SHELDON; VERHULST, 1996). O fitness ou desempenho
bioldgico pode ser definido como a contribuicdo genética de um individuo para a préxima
geragdo, ou seja, estd relacionado a sua habilidade de sobrevivéncia e de reprodugdo no
ambiente. Estudos de custo bioldgico da resisténcia se tornam importantes, pois sdo
fundamentais para compreender os fatores que influenciam o surgimento, aumento,
distribuicdo e sucesso adaptativo dos alelos de resisténcia (ORR, 2009; RIGBY;
HECHINGER; STEVENS, 2002).

No campo de resisténcia dos insetos, ja foram avaliadas diversas espécies e
parametros, e, uma revisdo de um conjunto de dezenas de estudos feitos a partir de 18
espécies de insetos (incluindo coledpteros, dipteros e lepiddpteros) mostrou que 34% dos
casos de resisténcia apresentaram custo bioldgico relacionado a algum pardmetro do fitness
(GASSMANN; CARRIERE; TABASHNIK, 2009). O desempenho bioldgico de insetos pode
ser avaliado por uma gama complexa de parametros e técnicas, dentre estes fecundidade,
fertilidade, tempo de desenvolvimento pré-imaginal, capacidade de vbéo e de copula, entre
outros. Os principais aspectos do desenvolvimento biol6gico afetados foram sobrevivéncia,
tempo de desenvolvimento e massa corporea. Por outro lado, em um estudo de uma coldnia de
C. quinquefasciatus resistente ao Lsp (IAB-59), foi mostrado que ndo houve reducao
significativa em relacdo a fecundidade, fertilidade e peso pupal das col6nias resistentes em
comparacdo com a susceptivel. Na auséncia de pressdo de selegcdo, o alelo cqmlgec foi
mantido estavel e com alta frequéncia apds 11 geracGes, 0 que sugere que este alelo ndo esta
ligado a um alto custo bioldgico. Estes dados indicam que, apesar de a resisténcia estar
frequentemente associada a um custo bioldgico, ha casos em que este custo pode nao ocorrer
(AMORIM et al., 2010).

Em um estudo com populagdes de C. pipiens do Sul da Franca (Montpellier), foi
avaliada a frequéncia de alelos de resisténcia a organofosforados e o custo biol6gico
associado a eles. Esta analise mostrou a adaptacdo do inseto ao meio ambiente onde esté

inserido, pois foi demonstrado que houve substituicdes sucessivas de trés alelos de resisténcia
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nestas populacBes. Primeiramente, o alelo Ester' foi substituido pelo Ester®, por este
apresentar custo biolégico menor. No segundo evento de substituicdo, o Ester® foi substituido
pelo Ester?, que apresenta um custo bioldgico maior, mas por outro lado, apresenta vantagem
em possibilitar um melhor desempenho na &rea tratada com o inseticida (LABBE et al., 2009).

Em relacéo as colbnias resistentes REC e REC-2, ja foi feito um estudo comparativo
em relacdo a coldnia de referéncia susceptivel (S), avaliando diferentes pardmetros:
longevidade de fémeas; fecundidade; fertilidade; comportamento hematofagico;
desenvolvimento pré-imaginal; e estado nutricional de pupas dos individuos. A colénia REC
teve fecundidade e fertilidade reduzida comparada as outras colénias (REC-2 e S), 0 que ndo
foi verificado para a linhagem REC-2 que teve fecundidade, fertilidade, longevidade e tempo
de desenvolvimento equivalentes ou superiores a colonia S. Estes dados indicam que o alelo

cqmlgrec-2 pode estar associado a um baixo custo bioldgico (MELO, 2013).
2.9 a-glicosidases de mosquitos

As Aglus de culicideos tem sido caracterizadas sobretudo em razdo do seu papel na
digestdo de carboidratos adquiridos de seiva vegetal, principal alimento de insetos na fase
adulta (FOSTER, 1995). As Aglus sdo encontradas em cinco familias de hidrolases de
glicosideos (GH4, GH13, GH31, GH63, GH97 e GH122), de acordo com a classificacdo
Carbohydrate-Active enZymes (CAZymes ou CAZy) de Cantarel et al. (2009). Estas familias
compreendem exoenzimas responsaveis pela hidrolise de ligagdes glicosidicas,
principalmente em dissacarideos e oligossacarideos, liberando a-glicose da por¢do nao-
redutora da cadeia de um substrato. Estas enzimas apresentam caracteristicas como um
dominio sequencial de oito a-hélices e folhas B, conhecido como barril (B/a)s, além de
apresentarem dominios de aminoacidos conservados, representados na figura 5 (KRASIKOV;
KARELOV; FIRSOV, 2001).

A dieta dos mosquitos adultos se baseia principalmente em carboidratos simples,
sendo consumido por machos e fémeas. Além da importancia da hematofagia para a
reproducdo nas fémeas, a dieta de carboidratos é essencial para 0 metabolismo, sobrevivéncia,
logenvidade e voo (NAYAR; SAUERMAN, 1971; NAYAR; VAN HANDEL, 1971). As
Aglus secretadas na saliva de adultos sdo necessarias para a digestdo destes carboidratos, e
algumas ja foram identificadas em espécies de mosquito como Aedes albopictus, Ae. aegypti,

Anopheles darlingi, An. gambiae, C. pipiens e C. quinquefasciatus (quadro 3).
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Em recente revisdo de dados de bioinformética das Aglus de insetos (GH13) do grupo
Nematocera, foram descritos 14 genes de Aglus (Aglu_1-Aglu_14) em Ae. aegypti, An.
gambiae e C. quinquefasciatus, conforme representacdo na figura 8. Dentre estas, algumas
sdo expressas nas glandulas salivares (Aglu_12 e Aglu_13), no intestino (Aglu_5-Aglu_8) e
varias delas sdo desconhecidas (Aglu_1-Aglu_4, Aglu_9-Aglu_11 e Aglu_14) (GABRISKO,
2013). Apesar dos estudos de bioinformatica indicarem um amplo conjunto de Aglus, poucos

estudos bioguimicos e funcionais tém sido realizados.

Figura 8 — Organizacao espacial nos cromossomos de genes de a-glicosidases (GH13) de Aedes aegypti,
Anopheles gambiae e Culex quinquefasciatus.
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Fonte: Gabrisko (2013).

Legenda: Setas = direcdo da transcricdo. Acima das setas = nimero de identificacdo na plataforma VectorBase.
Caixas = genes situados préximos uns aos outros. Ch = designagdo do cromossomo. Un = unknown
(desconhecido). Linhas pontilhadas = conexdo entre a-glicosidases ortologas.

Como descrito, em C. pipiens e C. quinquefasciatus, as proteinas Cpml e Cgm1 sdo
Aglus expressas no epitélio intestinal de larvas, e também atuam como receptor da toxina Bin
(DARBOUX et al., 2001; ROMAO et al., 2006; SILVA-FILHA; NIELSEN-LEROUX;
CHARLES, 1999). Uma anélise de atividade Aglu in gel de extratos de larvas de C.
quinguefasciatus mostra a Cqml e outras bandas cataliticas, correspondentes a outras Aglus

expressas pelas larvas (Figura 9). A Cgml tem o seu gene correspondido ao Aglu_5, de
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acordo com a correlagdo feita no trabalho de Gabrisko (2013). Em C. quinquefasciatus,
também foram identificadas, a-glicosidases de 63 e 92 kDa em glandulas salivares (Aglu_12-
13) de adultos relacionadas a dieta de carboidratos (NASCIMENTO; MALAFRONTE;
MARINOTTI, 2000; SUTHANGKORNKUL et al., 2015).

Figura 9 — Perfil eletroforético (SDS-PAGE semi-desnaturante) de a-glicosidases presentes em larvas de Culex
quinquefasciatus susceptiveis ao Lsp.

A PM B PM

3 Cgml
83 ¢ Cgml 83 MC—  Cd

48

32 32 -

Fonte: Modificado de Rom&o et al. (2006).

Legenda: A = Zimograma (ensaio in gel de poliacrilamida semi-desnaturante) de a-glicosidases. B =
Imunodetec¢do da amostra mostrada em A com anticorpo anti Cqm1. Lsp = Lysinibacillus sphaericus. PM. Peso
molecular em kDa.

Em Ae. aegypti, uma Aglu foi detectada nas glandulas salivares de machos e fémeas
adultos (MARINOTTI; JAMES, 1990) e, recentemente em larvas, foi caracterizada a Aaml,
que é um ortélogo da Aglu Cgm1l. Transcritos do gene aaml foram encontrados em larvas e
adultos e a Aam1 é expressa ligada ao epitélio intestinal de larvas. Entretanto, esta Aglu ndo
apresenta ligacdo a toxina Bin, tornando estes individuos resistentes ao Lsp (FERREIRA et
al., 2010). Em Ae. albopictus, uma Aglu foi caracterizada em glandulas salivares de machos e
fémeas adultos (MARINOTTI; BRITO; MOREIRA, 1996).

Em adultos de Anopheles aquasalis, An. darlingi e Anopheles dirus, Aglus foram
encontradas em glandulas salivares (JARIYAPAN et al.,, 2007; MOREIRA-FERRO;
MARINOTTI; BIJOVSKY, 1999; SOUZA-NETO et al., 2007). Em An. gambiae, foram
detectados dois genes de Aglus expressos no instestino, sendo o agm1l expresso em adultos e
em pupas, enquanto que 0 agm2 é expresso apenas em adultos (ZHENG et al., 1995). Nesta
especie, também foi detectada a Aglu Agm3 expressa no intestino de larvas (ZHANG et al.,
2013) que foi identificada por Opota et al. (2008) como receptor da toxina Bin. A Agm3,
assim como os seus ortdlogos Cgml e Aaml, estd correlacionada ao gene Aglu 5
(GABRISKO, 2013).
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Quadro 3 — Alfa-glicosidases de mosquitos identificadas em analises funcionais.

Anélise funcional Anélise bioinformatica®
Espécie Gene Local de expressdo FD Referéncia®
Ae. aegypti Mall Glandula salivar Adultos 1,2 Aglu_12/ Aglu_13
aaml Intestino Larvas 3 Aglu_5
Ae. albopictus Nd Glandula salivar Adultos 4 Nd
An. aquasalis Nd Intestino Adultos 5 Nd
An. darlingi Nd Glandula salivar Adultos 6 Nd
An. dirus Nd Glandula salivar Adultos 7 Nd
An. gambiae agml Intestino Pupas 8 Aglu_7
agm?2 Intestino Adultos 8 Aglu_8
agm3 Intestino Larvas 9,10 Aglu_5
C. pipiens cpml Intestino Larvas 11,12 Nd
C. quinquefasciatus Nd Glandula salivar Adultos 13 Aglu_12/ Aglu_13
cqml Intestino Larvas 14 Aglu_5
CQMall Glandula salivar Adultos 15 Aglu_12/ Aglu_13

Fonte: elaborado pelo autor.

Legenda: *Referéncias. 1 = James; Blackmer; Racioppi (1989). 2 = Marinotti; James (1990). 3 = Ferreira et al. (2010). 4 = Marinotti; Brito; Moreira (1996). 5 = Souza-Neto et
al. (2007). 6 = Moreira-Ferro; Marinotti; Bijovsky (1999). 7 = Jariyapan et al. (2007). 8 = Zheng et al. (1995). 9 = Opota et al. (2008). 10 = Zhang et al. (2013). 11 = Silva-
Filha; Nielsen-Leroux; Charles (1999). 12 = Darboux et al. (2001). 13 = Nascimento; Malafronte; Marinotti (2000). 14 = Romdo et al. (2006). 15 = Suthangkornkul et al.
(2015). Nd = néo determinado. bCorrelac;éo feita entre os genes estudados em andlises funcionais e entre os genes estudados em analise bioinformatica (Aglu_1-Aglu_14) de
Gabrisko (2013).
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3 JUSTIFICATIVA

O Lysinibacillus sphaericus (Lsp) é um agente larvicida de culicideos com importante
aplicacdo para o controle populacional do Culex quinquefasciatus, vetor de patdgenos para o
homem. Na cidade do Recife, biolarvicidas a base de Lsp tem sido utilizados em programas
de controle de C. quinquefasciatus, bem como em outras areas do pais. Entretanto, o seu uso
pode promover a selecdo de populacdes resistentes, que € um obstaculo para a eficacia das
acOes. Este tema é um dos principais eixos de pesquisa do Departamento de Entomologia do
CPgAM-FIOCRUZ/PE relacionado a identificacdo de alelos de resisténcia ao Lsp e para o seu
diagndstico molecular em populagdes de campo. Este estudo foi realizado para avaliar 0s
efeitos de dois importantes alelos de resisténcia na fisiologia dos insetos. O estudo da a-
glicosidase Cgm1 e de suas paralogas pode contribuir para a compreensdo do risco que estes
alelos representam em caso de selecdo, bem como para a producgdo de conhecimento nas areas

de bioguimica e fisiologia de culicideos.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Individuos homozigotos para os alelos de resisténcia cqmlgec € cqmlrec2 possuem

alteragdes na atividade a-glicosidase (Aglu) e na sua capacidade de sobrevivéncia?
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5 HIPOTESE

Larvas de Culex quinquefasciatus homozigotas para cada alelo de resisténcia, cqmlgec
e cqmlgrec-2, a0 biolarvicida Lsp possuem divergéncias na atividade a-glicosidase (Aglu) que

influenciam na digestéo de carboidratos e consequentemente na sua capacidade adaptativa.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo geral

Avaliar a expresséo de a-glicosidases (Aglus) em Culex quinquefasciatus e analisar o

impacto de mutagbes do gene da Aglu Cgml na fisiologia de individuos resistentes ao

biolarvicida Lsp.

6.2 Objetivos especificos

a)
b)

c)

d)

Caracterizar a atividade catalitica da Aglu Cgm1;

Identificar in silico Aglus paralogas a Cgml1;

Avaliar a expressdo relativa da Cqgml e suas paralogas nas larvas das coldnias
susceptiveis e resistentes;

Comparar a atividade Aglu total do intestino de larvas das col6nias susceptiveis e
resistentes (cqmlgec € cmlgec-2) ao Lsp;

Avaliar o desenvolvimento pré-imaginal de larvas susceptiveis e resistentes

(cgmlgrec € cqmlgec-2) a0 Lsp com diferentes dietas.
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7 MATERIAL E METODOS

O esquema abaixo apresenta as principais abordagens utilizadas para o estudo de a-

glicosidases (Aglus) de Culex quinquefasciatus (Figura 10).

Figura 10 — Etapas de avaliacio realizadas neste trabalho.

Caracterizagéo de Cgml
atividade a-glicosidase recombinante

v

Avaliagéo de expresséo
de a-glicosidases (Cqml
e paralogas)

e a
Avaliagao de atividade a- ;( Larvas S. REC e REC-2

glicosidase em larvas
- J

. )
Desenvolvimento pré-

imaginal (diferentes
dietas)

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: S = coldnia susceptivel. REC = coldnia resistente ao Lysinibacillus sphaericus (Lsp) 2362 associada ao
alelo cqmlgec. REC-2 = colbnia resistente ao Lsp 2362 associada ao alelo cqmlgec..

7.1 Colbnias de culicideos

Neste trabalho, foram utilizadas trés col6nias de C. quinquefasciatus, abaixo descritas.
As colbnias foram mantidas no insetario sob as seguintes condicdes: temperatura de 26 + 1
°C, umidade relativa de 70% e fotoperiodo 12:12 h (dia/noite). As larvas foram mantidas em
laboratério em recipientes, medindo 25 cm x 15 cm x 7 ¢cm, com 2 L de agua potavel e
alimentadas com racéo para gatos (Whiskas®) e dietas experimentais descritas no item 7.8. Os
adultos foram alimentados com solugdo de sacarose a 10% e as fémeas fizeram o repasto

sanguineo em Gallus sp. As coldnias utilizadas foram:
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a) S. Coldnia susceptivel ao biolarvicida Lsp, estabelecida a partir de ovos coletados em
criadouros localizados na Regido Metropolitana do Recife (RMR), e mantida ha mais
de 10 anos no instetario (CHALEGRE et al., 2015);

b) REC. Colbnia selecionada em laboratério com alto nivel de resisténcia ao biolarvicida
Lsp, composta por individuos homozigotos para o alelo de resisténcia cgmlgrec
(CHALEGRE et al., 2015);

c) REC-2. Colbnia selecionada em laboratério com alto nivel de resisténcia ao
biolarvicida Lsp, composta por individuos homozigotos para o alelo de resisténcia
cqmlgrec-2 (CHALEGRE et al., 2015).

7.2 Producéo de proteina Cgm1 recombinante em células Sf9

A proteina Cgm1 sob a forma soltvel (Cgm1-S) foi expressa em células eucarioticas
Sf9, do lepiddptero Spodoptera frugiperda, usando o kit de sistema de expressdo heteréloga
InsectSelect™ Glow System, de acordo com Ferreira et al. (2014). O plasmideo de expressao
pIZT/V5-His® utilizado tem caracteristicas importantes para producdo e avaliagdo de
proteinas recombinantes tais como: promotor constitutivo para a expressdo génica; gene
marcador de resisténcia para o antibi6tico zeocina®; gene GFP (Green Fluorescent Protein)
para verificar a eficiéncia da transfeccdo; cauda de poli-histidina para purificacdo em resina
de niquel (INVITROGEN, 2012). Os cultivos celulares foram feitos em monocamada
aderente em meio Sf900 (Gibco®) sem conter soro fetal bovino e suplementado com os
antibi6ticos gentamicina (10 mg/mL), zeocina® (150 pg/mL) e fungizone® (250 pg/mL). As
culturas de células foram mantidas a 27° C e sua manutencdo foi realizada de acordo com
instrugdes do fabricante, que podem ser consultadas no manual Insect Cell Lines: Growth and
Maintenance of Insect Cell Lines, 2013 (INVITROGEN, 2013).

7.3 Purificacdo e avaliacdo da proteina Cgml recombinante

As proteinas recombinantes produzidas pelas linhagens de células Sf9 e secretadas sob
a forma soltvel no meio de cultura foram purificadas em cromatografia de afinidade com
resina de niquel Ni-NTA Agarose® (QIAGEN). A purificacdo foi feita usando amostras de

20-50 mL de meio de cultura, incubadas durante 1h a 4 °C com a resina de niquel (200 uL) e
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imidazol 1 M (100 pL) para bloquear ligagdes inespecificas. Posteriormente, a resina foi
recuperada por centrifugacdo (3.220g, 10 min, 4° C) e submetida a trés lavagens (1.500g, 2
min, 4° C) com 1 mL de tampdo PBS Eisen (NaH,PO, 2,1 mM, Na,HPO, 14 mM, NaCl 150
mM, pH 7,4) e trés lavagens (1.500g, 2 min, 4° C) com 500 uL de tampéao de lavagem
(NaH,PO,4 50 mM, NaCl 300 mM, glicerol 10%, pH 6,0). Ao final, foi adicionado o volume
de 200 puL de PBS a resina obtida. Para a eluicdo das proteinas adsorvidas na resina foi
adicionado um volume de 500 pl de tampdo de lavagem contendo imidazol (1 M) durante 3h
a 4° C. Em seguida, foi feita centrifugacdo (20.000g, 2 min, 4° C) para recuperacdo do
sobrenadante. Para avaliacdo da purificacdo, as amostras adsorvidas na resina ou eluidas (5-20
pl) foram solubilizadas em tampdo de Laemmli 2X (LAEMMLI, 1970), submetidas a
separacdo eletroforética em SDS-PAGE a 10% e coradas com azul de Coomassie. As
amostras de proteinas adsorvidas em resina foram usadas para determinacdo de atividade
Aglu, apds quantificacdo proteica estimada pelo método de Bradford (1976) e pela
quantificacdo através da densidade das bandas eletroforéticas usando o programa KODAK

MI, usando uma curva padrdo de albumina sérica bovina, em ambos 0s métodos.

7.4 Preparagéo de extratos de larvas

Para avaliar a atividade Aglu, foram utilizadas amostras de larvas de 4° estadio das trés
col6nias. Cada amostra foi composta de 10 larvas inteiras (Li), ou de 10 tubos digestivos com
(Tdc) ou sem contetdo intestinal (Tds) macerados em 60 pL de tampdo PBS Eisen. As
amostras Tdc contém a membrana peritréfica com o alimento, e nas amostras Tds a
membrana peritréfica contendo o alimento foi retirada. Ap6s a disseccdo, as amostras foram
armazenadas a -80° C. Para a utilizacdo em ensaio de atividade enzimatica, as amostras foram
mantidas a 4° C e centrifugadas (1000g, 30 seg, 4° C). Em seguida, as amostras foram
maceradas (1 minuto, 4° C) e foi realizada nova centrifugacdo (1000g, 6 min, 4° C) para
coletar o sobrenadante a ser utilizado nos ensaios de atividade Aglu (item 7.5).

7.5 Ensaios de atividade a-glicosidase

7.5.1 Proteina Cgm1 recombinante

Para a Aglu Cgml recombinante (E.C. 3.2.1.20), foram realizados ensaios para

otimizacdo e determinacdo das condigdes Otimas de atividade enzimatica em relacdo a
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temperatura, pH e substrato. Os ensaios para determinacdo da temperatura (25°, 30° e 37° C)
foram feitos utilizando o tampéo citrato-fosfato de soédio (0,1 M, pH 6,5) contendo 2 mM do
substrato p-nitrofenil a-D-glicopiranosideo (pNaG, SIGMA N1377). Amostras de 10-20 ug
de proteinas foram incubadas por 1h. Apds a incubacéo, foi realizada a leitura da absorbancia
a 405 nm a TA. Em seguida, foram realizados ensaios para determinacdo da atividade em uma
faixa de pH entre 6 e 10, sob as mesmas condig¢des descritas para os ensaios de temperatura. O
substrato padrdo pNaG em tampéo citrato-fosfato de sddio foi comparado com os substratos
naturais maltose e sacarose. Para o pNaG, os ensaios foram realizados a 37° C ¢ pH 6,5
segundo 0 método descrito acima. Para o substratos naturais, a atividade foi mensurada com o
kit Glicose Monorreagente (Bioclin®), segundo instrucdes do fabricante. Neste ensaio, 0s
substratos maltose ou sacarose (5 mM) e 10-20 pg da proteina Cgm1-S foram incubados com
1 mL do reagente (Glicose Monorreagente, pH 7,4) durante 2h a 37° C. Ap6s a incubacao, foi

realizada a leitura da absorbancia a 505 nm a TA.

7.5.2 Extratos de larvas

Foi feita uma analise através de um ensaio qualitativo em gel, para caracterizar o
padrdo de bandas cataliticas das amostras de larvas, conforme descrito em Roméao et al.
(2006). Em sintese, o ensaio consiste em separacdo eletroforética das amostras em SDS-
PAGE, sob condicGes semi-desnaturantes, lavagens com Triton-X 2,5%, incubacdo com
tampdo citrato-fosfato de sédio (0,1 M, pH 6,5) contendo 2 mM do substrato 4-metil-
lumbeliferil a-D-glucosideo (SIGMA 69591) e deteccdo das bandas através de transilumindor
de luz ultravioleta (UV). Para mensurar a atividade de Aglus totais (nativas) em amostras de
larvas das trés colbnias (S, REC e REC-2), foram realizados ensaios com o tampé&o citrato-
fosfato de sédio (0,1 M) contendo 2 mM do substrato pNaG, com pH modificado para 7,5.
Foram utilizadas amostras de larvas (Li, 25 pg) e de intestinos (Tdc e Tds, 10 pg). As
amostras foram incubadas durante 30 min a 37° C, e apds a incubacdo, a leitura da
absorbéncia foi feita a 405 nm a TA. Também foi realizada a determinacdo da atividade em

uma faixa de pH de 6 a 10, usando amostras Tdc obtidas a partir de larvas susceptiveis.

7.6 Analise in silico de a-glicosidases paralogas a Cqml

Dados prévios do grupo mostram que o perfil catalitico in gel de amostras de

microvilosidades intestinais de larvas susceptiveis € composto pela Cqgml e outras bandas
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cataliticas (ROMAO et al., 2006). O objetivo desta analise foi identificar, in silico, paralogas
da proteina Cgm1 que podem corresponder as outras bandas cataliticas observadas in vivo, e
analisar a sua expressao como descrito no item 7.7. Para isto, foi realizada uma pesquisa de
paralogas da proteina Cqgml (Gene ID CP1J013173) em C. quinquefasciatus na plataforma
VectorBase (https://vectorbase.org). Estes dados foram comparados com Gabrisko (2013),
que fez uma revisdo de dados de Aglus de eucariotos a partir de analises de bioinformatica.
Foram analisadas diferentes caracteristicas das paralogas como: presenca de dominios de
Aglus conservados em mosquitos (Figura 5) (KRASIKOV; KARELOV; FIRSOV, 2001);
predicdo de ancora GPI a partir de dados de DARBOUX et al. (2001) e do uso do preditor
big-PI Predictor (I.M.P. BIOINFORMATICS GROUP, 2005); peso molecular predito (kDa).
Apds analise destes parametros, foram escolhidas algumas pardlogas para avaliar sua

transcricao.
7.7 Avaliacao da expressdo de mMRNA da a-glicosidase Cgml e suas paralogas
7.7.1 Extracdo de RNA

Para cada colonia analisada, as larvas foram obtidas de grupos de criagdo homogéneos
e mantidas segundo as condigdes descritas no item 7.1. A extracdo de RNA total foi feita
utilizando o reagente Trizol® (Invitrogen), segundo as instrucdes do fabricante, a partir de
pools de 10 larvas de 4° estadio de cada coldnia, com até 2h de muda. Apés a extracdo, 0
RNA foi tratado para remocéo de DNA gendmico com 2U da enzima rDNase USB®, segundo
instrugdes do fabricante. Em seguida, foi feita a avaliacdo da concentragéo e da qualidade das
amostras de RNA por espectrofotometria nas absorbancias de 260 e 280 nm em NanoDrop
2000c® (Thermoscientific).

7.7.2 RT-PCR convencional

Ap0s obtencdo das amostras de RNA das trés coldnias estudadas, foi feita a reagéo de
transcricao reversa para obtencdo do cDNA, através de transcriptase reversa PCR (RT-PCR),
com 15U da enzima AMV Reverse Transcriptase USB®, segundo instrucées do fabricante. O
desenho de primers das Aglus estudadas (escolhidas de acordo com os critérios apresentados
no item 7.6) foi feito através do PrimerSelect (DNASTAR). Apoés a etapa de RT-PCR, foi
feita a reacdo de PCR com os primers especificos (0,4 uM) para as paralogas selecionadas
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(quadro 4) e a enzima Platinum Taq Polymerase High Fidelity Invitrogen®, de acordo com as
instrucGes do fabricante. Para evitar amplificacdo do DNA genémico, além do tratamento
com a enzima DNase (item 7.7.1), os primers (forward ou reverse) foram desenhados em
regides de juncdo entre éxons, no caso das sequéncias que apresentam introns. Os fragmentos
amplificados foram separados eletroforeticamente em gel de agarose 1% e visualizados
através de transiluminador UV. A presenca de transcritos de cada gene foi avaliada dos
resultados obtidos de trés reacGes independentes. A partir da analise qualitativa da expressao
das Aglus parédlogas a Cqgml, foram selecionadas algumas para o desenho de primers para

andlise quantitativa através de qRT-PCR em tempo real (QRT-PCR), descrita na secao

seguinte.
Quadro 4 — Primers utilizados nas rea¢fes de RT-PCR convencional.
Gene Primers (5°-3”) Amplicon (pb)
CPI1J013173 (Cgml) F CTGGTTGGACCGTGGAGTGGATG 976
R CTCATTGCCCGCCTTCGACTTG
CPI1J013172 (P1) F GGAGAAGGACTGGTGGGAAAC 448
R GTAGAATACGGATTGCCAGTTGTTC

CP1J019693 (P3) F GTGAACTTAGTGTGAGCGATTGG 447
R CTTCATTCCAGTTATTCGGTGG

CP1J005213 (P4) F GTGTGAGCGATTGGTGGGAAAAG 438
R CTTCATTCCAGTTATTCGGTGGCG

CP1J013171 (P5) FGTGTGGTTTAGTCCGCTGTTCAAG 576
R GTACGATTTGTCCTGATTCATGG

CP1J012204 (P8)  F CGGCAGCCATCGTACTCTCAATAG 785
R GTAAGTCTCGAGCAAGCTGTTCGTG

CP1J019691 (P9) F CATGAGTGGTTCGTGAAGAGTGAG 693
R GTGATTCCCTAGCACCCAGTTG

CP1J013170 (P10) F GACGGCGAAACTCACTACTATCTG 649
R CCATACCAATCTCCTCACCGTAG

CP1J010128 (P11) F GAAGCGGTTGGGTTTGAAGGTG 760
R CATCACCCAATTTGCTGCATGAC

CP1J005212 (P13) F GTGCCGAACCATAGTAGTGACGAG 723
R GTGATTTCCAAGCACCCAGTTG

CP1J019690 (P14) F CCTCAAGGACATTGGAGTGAAG 325
R GTCTTCATTCCAATTGTTCGG

CP1J019689 (P17) F CTACCAGATCTATCCGCGTTCCTTC 904
R CTTGCCCAGGTCCGTTATGAAC

Fonte: Elaborado pelo autor
Legenda: Os primers foram desenhados com o auxilio do programa PrimerSelect (DNASTAR) a partir das
sequéncias obtidas na plataforma VectorBase. pb = pares de base. F = primer forward. R = primer reverse.
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7.7.3 qRT-PCR em tempo real (QRT-PCR)

Foi feita uma avaliacdo quantitativa do padrdo de transcricdo da Aglu Cgml e de um
grupo de paralogas selecionadas na etapa de analise de RT-PCR convencional (7.7.2). Foram
desenhados primers especificos para as paralogas selecionadas (quadro 5), segundo critérios
citados nos itens 7.6 e 7.7.2. As reacOes foram realizadas em triplicata em placas de 96 pocos
a partir de amostras de RNA extraidas de cada colénia (7.7.1). A reacgdo foi feita com o Kit
QuantiTect® SYBR Green RT-PCR® (QIAGEN) para as reacées de qPCR one-step, segundo
instrucGes do fabricante. Apds a quantificacdo do RNA, as reacfes foram feitas usando o
SYBRGreen Mix, enzima transcriptase reversa, RNA molde (100 ng), primers forward e
reverse (0,1 uM/primer) para 0s genes alvos da Aglu Cgml e suas pardlogas e para 0 gene
controle (gene enddgeno, subunidade ribossémica 18S). As reacdes foram realizadas no NPT-
CPgAM, no equipamento ABI 7500® (Applied Biosystems). A quantificacdo relativa foi feita
através do programa 7500 software v.2.0.5 da Applied Biosystems® (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001). As analises foram realizadas pelo método do Ct comparativo e a

col6nia S foi utilizada como calibrador da reacao.

Quadro 5 — Primers utilizados nas reacfes de gRT-PCR em tempo real (qQRT-PCR).

Gene Primers (5°-3°) Amplicon (pb)
185" F CGCGGTAATTCCAGCTCCACTA 159
R GCATCAAGCGCCACCATATAGG
CP1J013173 (Cqm1)> F CGTTCCTGACGGTGCTGAACATGG 131
R GACCTCATTGCCCGCCTTCGACTTGG
CP1J005213 (P4) F CGCCACCGAATAACTGGAATGAAG 116
R GCGGTAGTTCAGATCAGGTTGCTTC
CP1J013170 (P10) F CTACGGTGAGGAGATTGGTATGG 130
R GAATGGCGTTCGAACTGGATCTC
CP1J010128 (P11) F CATGCAGCAAATTGGGTGATGGG 126
R CTGGTAGGTCACGGTTGCTCCC
CP1J005212 (P13) F CAACTGGGTGCTTGGAAATCAC 112
R GGTTACGGCGATTCCTGGCAG
CP1J019689 (P17) F GTTGAAGCGAGGTGTGGACGGATAC 126
R GGGTCGTCCGGATCGTTCGTG

Fonte: Elaborado pelo autor, 'Liu et al. (2011) e Chalegre et al. (2015).
Legenda: Os primers foram desenhados com o auxilio do programa PrimerSelect (DNASTAR) a partir das
sequéncias obtidas na plataforma VectorBase. pb = pares de base. F = primer forward. R = primer reverse.
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7.8 Ensaios de desenvolvimento de larvas em diferentes dietas

O objetivo desta etapa foi avaliar o desenvolvimento pré-imaginal de individuos das
trés colbnias (S, REC e REC-2) mantidos em diferentes dietas, sob condigdes de insetario.
Cada grupo experimental consistiu de 50 larvas do 1° estadio larval (triadas entre 16 e 18h
apos a eclosdo) em 100 mL de agua declorada e alimentadas com 100 mg da dieta
selecionada, administrada nos dias 0 e 5 de cada ensaio, que teve duracdo de 12 dias. As
dietas avaliadas foram ragdo para gatos Whiskas®, racdo para peixes Maramar®, leite
desnatado Molico®, extrato de levedura Sigma® (Y1625) e sacarose Sigma® (S8501). O
experimento de cada dieta avaliada foi feito em duplicata, e cada experimento foi repetido,
pelo menos, trés vezes. Os experimentos foram observados diariamente e as pupas e adultos
foram removidos e registrados. A tabela 1 apresenta os teores de proteinas e carboidratos
presentes em cada dieta.

Tabela 1 — Teor de carboidratos e proteinas (g/kg) informados pelos fabricantes nos alimentos selecionados para
avaliar o desenvolvimento de larvas de Culex quinquefasciatus.

Dieta Carboidratos (g/kg) Proteinas (g/kg)
Racao para gatos Whikas® 345 300
Racao para peixes Maramar® 200 440
Leite desnatado Molico® 500 335
Extrato de levedura Sigma® (Y1625) * *
Sacarose Sigma® (S8501) 1000 N&o ha

Fonte: Whiskas®, Maramar®, Molico® e Sigma®.
Legenda: * = ndo determinado.
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8 RESULTADOS

8.1 Expressao e atividade catalitica da proteina Cgml recombinante

A a-glicosidase (Aglu) Cgml foi identificada previamente por outra funcéo, no &mbito
dos estudos do modo de ac&o do biolarvicida Lsp, que é a de receptor da toxina Bin (ROMAO
et al., 2006). Neste trabalho, um dos objetivos foi avaliar sua atividade catalitica. A proteina
Cgml selvagem (Cgm1-S) foi produzida sob a forma soltuvel em células Sf9, e sua presenca
foi detectada a partir das proteinas totais secretadas no meio, a partir do qual ela foi
purificada. A proteina Cgm1-S apresentou peso molecular de 64 kDa, conforme esperado a
partir do peso predito, e a sua expressao e integridade podem ser visualizadas na Figura 11.

A atividade catalitica da Aglu Cgml1 foi investigada a partir de amostras de proteinas
ainda adsorvidas na resina (20 pg). Foram avaliados os efeitos dos seguintes parameros:
temperatura, substrato e pH na atividade enziméatica. A proteina Cgml teve sua atividade
avaliada em trés temperaturas diferentes (25°, 30° e 37° C), sendo a maior atividade detectada
a 37° C e a menor atividade a 25° C, que é cerca de quatro vezes inferior a temperatura 6tima
(grafico 3).

A atividade Aglu da Cgm1 foi avaliada a partir de trés substratos, sendo um sintético
(p-nitrofenil a-D-glicopiranosideo, pNaG — SIGMA N1377) e dois naturais (maltose e
sacarose). O substrato sintético foi melhor catalisado pela Aglu Cgm1, enquanto que com a
sacarose a proteina apresentou menor atividade. Dentre os substratos naturais, houve uma
maior atividade enzimética para a maltose, possivelmente porque este é um dissacarideo
composto por duas moléculas de glicose, fornecendo melhor detec¢do para o teste (grafico 4).

A atividade foi avaliada na faixa de pH de 6-10, com intervalos de 0,5, sendo
observada uma atividade mais elevada entre os pH’s 7,5 — 9,0. Entretanto, a curva ndo
apontou um pico de atividade 6tima claro e este resultado pode ser devido a amostra de
proteina estar ainda adsorvida na resina. A avaliagdo mostra que a atividade da Cgml é
especialmente afetada na faixa de pH mais acido (< 7,5) em relacdo a faixa de pH mais

alcalino (> 8), como esté apresentado no grafico 5.
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Figura 11 — Perfil eletroforético da proteina Cqm1-S produzida em células Sf9.
PM Cgml-S
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Fonte: Nascimento (2013).
Legenda: Eletroforese em SDS-PAGE 10% e corado com azul de Coomassie. PM. Marcador de peso molecular

em kDa.

Grafico 3 — Atividade a-glicosidase da proteina Cqm1 (20 pg) em diferentes temperaturas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Proteina Cgm1 (adsorvida em resina) recombinante produzida em células Sf9. Tampdo citrato-fosfato

pH 6,5 com 2 mM do substrato pNaG. Os dados representam as médias de, no minimo, trés pontos
experimentais.
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Gréfico 4 — Atividade a-glicosidase da proteina Cqm1 (20 pg) a partir de diferentes substratos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Proteina Cgml (adsorvida em resina) recombinante produzida em células Sf9. Substrato sintético
pNoG a 2 mM (SIGMA N1377) em tampdo citrato-fosfato (pH 6,5). Substratos maltose e sacarose a 5 mM em
tampéo do kit Glicose Monorreagente (Bioclin®). Os dados representam as médias de, no minimo, trés pontos
experimentais. Atividade enzimatica avaliada a 37° C.

Grafico 5 — Atividade a-glicosidase da proteina Cqm1 (20 pg) na faixa de pH de 6-10.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Proteina Cgm1 (adsorvida em resina) recombinante produzida em células Sf9. Tampdo citrato-fosfato
com 2 mM do substrato pNaG. Atividade enzimatica avaliada a 37° C. Os dados representam as médias de dois a
quatro pontos experimentais.

A atividade da Aglu Cgm1l foi comparada com atividade enzimatica de uma ortéloga
em Aedes aegypti, a Aaml, produzida em estudos prévios do grupo (FERREIRA et al., 2014).
A Aaml apresenta alta identidade (74%) em relagdo & Cgml, porém ela possui duas
caracteristicas diferenciais em relacdo a Cgm1: ndo apresenta capacidade de ligagcdo a toxina
Bin; é fortemente glicosilada, o que ndo parece ocorrer com a Cgml (FERREIRA et al.,
2010). A comparagdo da atividade catalitica destas duas Aglus mostrou que a atividade da

Aaml € cerca de 16 vezes maior do que a da Cqm1 (grafico 6).
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Gréfico 6 — Atividade a-glicosidase das proteinas Cgm1 (20 pg) e Aam1 (10 pg).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Proteinas Cgm1-S e Aam1-S (adsorvidas em resina) recombinantes produzida em células SfO9Tampéo
citrato-fosfato pH 6,5 com 2 mM do substrato pNaG. Atividade enzimatica avaliada a 37° C. Os dados
representam as médias de pelo menos trés pontos experimentais.

8.2 Identifica¢io de a-glicosidases paralogas a Cqml

Apb6s uma pesquisa na plataforma VectorBase e no artigo de revisdo de Gabrisko
(2013), foram encontradas 18 proteinas pardlogas a Cgml (quadro 6). Dezesseis delas
apresentaram identidade de aminoacidos entre 38 e 44%, enquanto duas apresentaram
identidade inferior entre 29 e 31%. O tamanho dos genes varia entre 1227 e 1883 pb, e 0 peso
molecular predito das proteinas varia entre 61 e 71 kDa, com excecdo de uma proteina cujo
peso predito é ~ 47 kDa.

A partir desta analise, foram utilizados critérios para selecionar as pardlogas e
desenhar primers para realizacdo de RT-PCR (quadro 6). Os critérios utilizados foram:
presenca de dominios conservados de Aglus de mosquitos; predicdo de ancora GPI; e peso
molecular predito. A partir destes critérios, foram escolhidas 12 paralogas para o desenho de
primers, incluindo a proteina Cgml. Além da pesquisa de proteinas paralogas a Cqml, foi
feita uma busca de Aglus de Culex quinguefasciatus e, apds a sua andlise, foi observado que
parte delas ja havia sido identificada dentre as parélogas, e a outra parte ndo foi considerada
no estudo pois ndo possuia 0s dominios cataliticos conservados caracteristicos destas enzimas.

Esta analise demonstrou que, dentre o grupo de paralogas encontradas no banco de
dados, algumas delas podem corresponder as Aglus que foram detectadas, além da Cgm1, em
analises qualitativas in gel feita com amostras de larvas (ROMAO et al., 2006). As analises
subsequentes visam avaliar transcritos destas paralogas em larvas de C. quinquefasciatus bem

como um padrdo de expressao diferencial em larvas resistentes.
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Quadro 6 — Proteinas paralogas a a-glicosidase Cqm1 de Culex quinquefasciatus identificadas na plataforma VectorBase (https://vectorbase.org).

Parélogo (ID) Funcéo predita Identidade  N° N° PM Dominios Predicao Anélise de
% (AA) Nt AA (kDa) conservados ancora GPl transcrigéo
CP1J013173 (Cgml1) “AA transport protein rBAT*” 100 1743 570 66,5 4 Sim Sim
CP1J013172 (P1) “Alpha-glucosidase precursor” 44 1865 611 70,6 4 Sim Sim
CP1J013169 (P2) “Alpha-glucosidase precursor” 44 1671 556 63,8 4 Né&o N&o
CP1J019693 (P3) “Alpha-glucosidase precursor” 43 1883 616 69,5 4 Sim Sim
CP1J005213 (P4) “Alpha-glucosidase precursor” 43 1851 616 69,7 4 Sim Sim
CP1J013171 (P5) “Alpha-glucosidase precursor” 43 1818 605 69,4 4 Sim Sim
CP1J018570 (P6) “Alpha-amylase” 43 1803 600 68,5 4 Né&o Né&o
CP1J005210 (P7) “Alpha-amylase” 43 1785 594 67,9 4 Né&o Né&o
CP1J012204 (P8) “Alpha-glucosidase precursor” 42 1827 608 70,3 4 Sim Sim
CP1J019691 (P9) “Conserved hypothetical protein” 42 1827 608 69,0 4 Sim Sim
CP1J013170 (P10) “Maltase 1 precursor” 42 1815 604 69,4 4 Sim Sim
CP1J010128 (P11) “Alpha-glucosidase precursor” 42 1800 599 67,0 4 Néo Sim
CP1J009692 (P12) “Alpha-amylase” 41 1807 580 66,5 4 Né&o Né&o
CP1J005212 (P13) “Oligo-1,6-glucosidase” 41 1795 580 66,4 4 Né&o Sim
CP1J019690 (P14) “Maltodextrin glucosidase” 41 1686 561 63,9 3 Néo Sim
CP1J005208 (P15) “Alpha-amylase” 39 1605 534 61,2 4 Né&o Né&o
CP1J016362 (P16) “Alpha-glucosidase precursor” 38 1864 584 66,6 4 Néo Néo
CP1J019689 (P17) “Glucanotransferase precursor” 31 1227 408 46,8 4 Néo Sim
CP1J005211 (P18) “Alpha-amylase 2” 29 1845 614 69,3 1 Sim Né&o

Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Nt = n°® de nucleotideos. AA = aminoacidos. PM = peso molecular predito (kDa). *Fungdo descrita no VectorBase, porém estudos do grupo demonstraram que a
proteina ¢ uma a-glicosidase (FERREIRA et al., 2010, 2014; ROMAO et al., 2006).
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8.3 Expressao de glicosidases paralogas a Cqgm1l

8.3.1 Deteccdo de transcricdo

Nesta etapa, foi feita uma andlise qualitativa da transcricdo através de RT-PCR
convencional da Cqgml e de 11 parélogas, dentre o grupo de 19 proteinas apresentadas no
quadro 6. Esta avaliacdo foi feita a partir de amostras de RNA de individuos das coldnias
susceptivel (S) e resistentes (REC e REC-2). A expressdo de mRNA, de acordo com tamanho
de fragmento amplificado esperado (quadro 4), foi observada para nove parélogas em
amostras das trés colonias estudadas, enquanto que amplicons a partir do mRNA de duas néo
foram detectadas (P9 e P14), nas condi¢des experimentais utilizadas. No grupo de paralogas
cujos transcritos foram detectados observou-se que: a Cgml estava presente apenas na
amostra da coldnia susceptivel; P1, P5, P8, P10 e P17 geraram amplicons de maior
intensidade nas larvas das trés colbnias; P4, P11 e P13 amplificaram fragmentos com
intensidade mais discreta (Figura 12). De uma forma global, foram observadas variacdes na

intensidade de bandas e algumas paralogas foram selecionadas para analise quantitativa.

Figura 12 — Separacdo eletroforética dos fragmentos de genes que codificam a proteina Cqm1 e suas respectivas
proteinas parélogas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Reacles de RT-PCR, a partir do mRNA de larvas de Culex quinquefasciatus, em gel de agarose a 1%
visualizado em um transiluminador de luz ultravioleta. S, Al e A2 = amostras de individuos susceptiveis (S) e
resistentes portadores do alelo cqmlgec (Al) e cqmlgec.o (A2). P1-P17 = cDNA que codifica as respectivas
proteinas pardlogas do gene cqml. C- = controle negativo da reagdo sem a amostra de mMRNA. M = marcador em
pares de bases.
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8.3.2 Anélise quantitativa de transcri¢do

Apos a analise da RT-PCR convencional, foram escolhidos cinco genes de Aglus
paralogas a Cqml (P4, P10, P11, P13 e P17) para desenho de primers, além da Cgml e do
gene de controle enddgeno 18S (quadro 5). Os ensaios foram realizados em triplicata com
amostras de RNA obtidas a partir da extracdo de pools de 10 larvas, totalizando 30 individuos
analisados por coldnia. Dos cinco genes analisados, ndo foi possivel obter resultados de dois
deles (P4 e P11), pois os testes preliminares de padronizacdo das condi¢cdes dos ensaios ndo
permitiram a deteccdo de transcricdo. Na tabela 2, estdo os parametros utilizados para
avaliacdo da eficiéncia de amplificacdo dos demais alvos selecionados (Cqm1l, P10, P13 e
P17). O coeficiente angular da reta (slope), composta pelos pontos da curva, com um valor de
-3,32 indica 100% de eficiéncia de amplificacdo. O R* é o coeficiente de correlagdo da
regressdo linear a partir dos dados do Ct de pontos individuais das amostras padrdo, cujo
maximo equivale a 1 (APPLIED BIOSYSTEMS, 2010). Com base nestes parametros, foi
possivel avaliar que foi obtida, no minimo, uma boa eficiéncia de amplificacdo para os alvos
selecionados. Além disso, a curva de dissociacdo dos primers mostrou amplificacdo em uma
Unica melting temperature (Tm - temperatura de dissocia¢do) para cada gene nas amostras das
trés colbnias, indicando um sinal especifico para cada alvo (gréfico 7). E, para o gene
endogeno, também ocorre boa eficiéncia de amplificacdo (LIU et al., 2011).

Tabela 2 — Avaliagdo de eficiéncia dos primers utilizados nas rea¢des de qRT-PCR.

Alvo Slope R’ Eficiéncia Limite de deteccéo (pg)
Cgm1l -3,305 0,998 100,72 1

P10 -2,27 0,988 175,72 10

P13 -3,686 0,998 86,75 1

P17 -3,229 0,998 104,03 10

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: qRT-PCR em tempo real realizada com os primers dos genes alvos das glicosidases Cgml, suas
paralogas (P10, P13 e P17) e controle enddgeno da reacdo (18S). A reacdo foi feita com amostras de RNA de
individuos da coldnia susceptivel (S).
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Gréfico 7 — Curva de dissociagdo da gqRT-PCR em tempo real dos genes das glicosidases Cqgm1, suas paralogas

(P10, P13 e P17) e gene enddgeno (18S) (continua).
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Gréfico 7 — Curva de dissociagdo da qRT-PCR em tempo real dos genes das glicosidases Cqm1, suas paralogas
(P10, P13 e P17) e gene enddgeno (18S) (concluséo).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: gRT-PCR em tempo real a partir dos genes alvos das glicosidases Cqm1, suas paralogas (P10, P13 e
P17) e controle enddgeno da reacdo (18S). A reacdo foi feita com amostras de RNA de individuos das coldnias
susceptivel (S) e resistentes (REC e REC-2). Tm = Melting temperature (temperatura de dissociacdo). Gene
Cgml > Tm=82,11° C. Gene da P10 > Tm = 82,84° C. Gene da P13 > Tm=79,37° C. Gene da P17 > Tm =
82,48° C. Gene 185 > Tm = 78,63° C.

Os ensaios de quantificacdo relativa mostraram que os valores de Cts (Cycle
Threshold) médios, os quais informam o nimero de ciclos requeridos para o sinal fluorescente
ultrapassar o nivel de ruido (threshold) da reacdo, foram similares para o controle enddgeno
(=15) e para 0s alvos das paralogas P10 (=32), P13 (=20) e P17 (=26). Entretanto, para o gene
da glicosidase Cqml estes valores foram distintos (22 a 30), indicando diferentes padrdes de

transcritos de ordem decrescente para os alelos cqml, cqmlgec € cqmlgec-2 (Tabela 3).
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Tabela 3 — Cycle Threshold (C;) médio dos genes das glicosidases Cqm1, suas paralogas (P10, P13 e P17) e
gene enddgeno (18S).

Gene C+ médio
Susceptivel REC REC-2
Cgml 22,486 27,22 30,034
P10 31,509 32,673 32,695
P13 19,84 20,47 20,375
P17 26,825 26,23 26,867
18S 14,511 15,234 15,747

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: gRT-PCR em tempo real a partir dos genes alvos das glicosidases Cgm1, suas paralogas (P10, P13 e
P17) e controle enddgeno da reacéo (18S). A reacdo foi feita com amostras de RNA de individuos das colbnias
susceptivel (S) e resistentes (REC e REC-2). Ct = Cycle threshold.

Em relacdo a quantificacdo relativa do alvo cqgm1, foi observada uma baixa expressao
dos transcritos dos alelos resistentes cqmlgec € cqmlgrec-2, que foram cerca de 20 e 80 vezes
menores, respectivamente, em compara¢do com o cqml da col6nia susceptivel. Em relacéo as
paradlogas da Aglu Cgm1, apesar do Ct da P17 ter sido similar entre as amostras de individuos
susceptiveis e resistentes, foi observada uma maior abundancia de transcritos nos individuos
resistentes (cqmlgec € cqmlgec-2), que foi cerca de trés vezes maior do que nos susceptiveis
(grafico 8). No caso da paraloga P13, os niveis de transcritos foram cerca de duas vezes
maior nos individuos portadores do alelo de resisténcia cqmlgrec., em comparagdo com 0S
individuos susceptiveis e resistentes portadores do alelo cqmlgec (gréfico 8). Estes dados
indicam uma modificacdo do padrdo de expressdo relativa de duas das trés paralogas
analisadas. A analise final das colénias resistentes mostrou que REC possui baixa expressao
do gene cgmlgec € maior expressdo da pardloga P17, ao passo que REC-2 mostrou baixa

expressao do cgmlgec-2 € maior expressdo das paralogas P13 e P17.
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Grafico 8 — Expressdo relativa do gene da glicosidase Cqm1 e suas paralogas nos individuos resistentes em
relacéo ao susceptivel.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: gRT-PCR em tempo real a partir dos genes alvos das glicosidases Cqm1, suas parélogas (P10, P13 e
P17) e controle enddgeno da reacdo (18S). A reacdo foi feita com amostras de RNA de individuos das col6nias
susceptivel (S) e resistentes (A1-REC e A2-REC-2). O valor da expresséo relativa nas amostras de individuos
resistentes esta apresentado acima das barras.

L

8.4 Atividade a-glicosidase em larvas

Para avaliar a atividade de Aglus nativas nas larvas das colbnias susceptiveis e
resistentes, foi feita inicialmente uma analise qualitativa do perfil de bandas cataliticas in gel.
O padréo detectado na amostra de individuos susceptiveis apresentou cinco bandas cataliticas,
com destaque para a Cqml que migra com 0 maior peso molecular aparente, sob condic¢oes
semi-desnaturantes (figura 13). Nos individuos susceptiveis, o padrdo foi similar para larvas
inteiras e intestinos, e esta Gltima mostrou uma maior intensidade das bandas indicando uma
maior quantidade de enzimas neste tecido, comparado com larvas inteiras. O padrdo das
amostras de individuos resistentes é semelhante ao de larvas susceptiveis e entre si, exceto
pela auséncia da banda catalitica correspondente a Aglu Cgm1 (figura 13), confirmando que a
expressao desta proteina ndo ocorre nos individuos resistentes. Esta analise qualitativa mostra

um padréo similar, exceto pela auséncia da Cgm1, o que foi também observado na analise de
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transcri¢do. Entretanto, ndo foi possivel observar diferencas claras na intensidade de outras
bandas entre individuos susceptiveis e resistentes.

A atividade total das Aglus nativas das larvas das trés colonias foi comparada. A etapa
inicial foi avaliar o pH adequado para mensurar a atividade em amostras nativas de tubo
digestivo (Tdc) de individuos susceptiveis. Assim como detectado para a proteina Cqml
recombinante, foi observada uma maior atividade entre os pH’s 7,5 — 8,0 (grafico 9). Em
sequida, a atividade foi avaliada nas mesmas amostras de proteinas nativas utilizadas no
ensaio anterior (Li, Tdc e Tds). As amostras Li dos individuos das trés colonias apresentaram
uma atividade similar entre si e menor do que as amostras de intestino (Tdc e Tds).
Comparando as amostras das trés col6nias analisadas, a atividade Aglu total € similar (gréfico
10).

Figura 13 — Perfil de bandas cataliticas de atividade a-glicosidase de amostras de larvas de diferentes colonias
de Culex quinquefasciatus.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Zimograma (ensaio catalitico in gel) de a-glicosidases. S = individuos susceptiveis ao Lysinibacillus
sphaericus (Lsp). REC e REC-2 = individuos resistentes ao Lsp associados aos alelos cqmlgec € cqmlgec.,
respectivamente. PM = Marcador de peso molecular em kDa. Li = larva inteira. Tdc = tubo digestivo com
conteldo intestinal. Tds = Tubo digestivo sem conteldo intestinal.
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Gréfico 9 — Atividade a-glicosidase de amostra de intestinos de larvas de Culex quinquefasciatus na faixa de pH
de 6-10.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Amostras de proteina (10 pg) de extrato de intestinos. Os dados representam as médias de seis pontos

experimentais.

Grafico 10 — Atividade a-glicosidase em larvas e intestinos de Culex quinquefasciatus.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: S = coldnia susceptivel. REC = coldnia resistente ao Lysinibacillus sphaericus (Lsp) 2362 associada ao
alelo cqmlgec. REC-2 = colbnia resistente ao Lsp 2362 associada ao alelo cqmlgec,. Li = larva inteira. Tdc =
tubo digestivo com contetdo intestinal. Tds = Tubo digestivo sem conteido intestinal. Os dados representam as
médias de pelo menos 20 pontos experimentais.

8.5 Desenvolvimento pré-imaginal de larvas frente a diferentes dietas

O desenvolvimento pré-imaginal de larvas de C. quinquefasciatus foi avaliado frente a
diferentes dietas. A tabela 4 mostra os dados obtidos ap0s o periodo de avaliacdo de 12 dias
para cada dieta avaliada nas trés col6nias. Foi observado na col6nia de referéncia S (grafico
11A) o maior percentual de pupas e adultos nas dietas de racéo para gatos (RG - 86%) e racao

para peixes (RP - 82%), enquanto que na presenca de sacarose (SC) ndo houve
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desenvolvimento para a fase adulta, com percentual de 90% de mortalidade e estagnacéo do
desenvolvimento de individuos (10%) nas fases L;-Ls. O percentual de adultos nos grupos
experimentais alimentados com leite desnatado (LD - 28%) e extrato de levedura (EL - 20%)
foi inferior, sendo observado um grande numero de individuos na fase de larvas L4 (LD 42%,
EL 25%), e mortalidade elevada (EL 51%, LD 29%). A partir desta dietas foi possivel atingir
a fase adulta, porém o indice é baixo comparado as ra¢des testadas.

Nas colbnias resistentes REC (grafico 11B) e REC-2 (grafico 11C) a sobrevivéncia
até a fase de pupa/adulto foi inferior em comparacdo com a col6nia de referéncia S. Na dieta
padrdo RG, as colonias resistentes apresentaram 81 e 71% de adultos, respectivamente, menor
que a S (86%). Na dieta RP também houve menor percentual de adultos, com valores de 67%
para REC e 75% para REC-2, em comparacdo com 82% da S. Assim como na col6nia de
referéncia, na dieta SC ndo houve desenvolvimento para a fase adulta dos individuos das
colonias resistentes. Na dieta LD, houve um percentual ainda menor de adultos (7-8%)
comparado a colénia S (28%), com grande parte dos individuos permanecendo na fase larval
(72-83%). Na dieta EL, a col6nia REC apresentou um desempenho similar a S em ndmero de
pupas e adultos (S 20%, REC 17%). Ja a colonia REC-2 teve um baixo percentual de adultos
(3%) acompanhado de alta mortalidade (96%), ao invés de estagnacdo larval, observada na
dieta LD.

O desempenho global das trés col6nias avaliadas a partir dos dados agrupados obtidos
demonstrou que os individuos resistentes apresentaram um maior comprometimento no
desenvolvimento, com percentual de sobrevivéncia mais baixo (30-34%) do que os
susceptiveis (49%), devido ao retardo de desenvolvimento e ao processo de estagnacao
apresentado em algumas fases do desenvolvimento. A comparacdo entre as coldnias
resistentes mostra que REC-2 teve um maior percentual de mortalidade, o que a coloca em
desvantagem em relacdo a REC quanto a sobrevivéncia de seus individuos. No entanto, deve
ser notado que houve um alto desvio padrdo (grafico 12) devido as diferencas de
desenvolvimento em relacéo as diferentes dietas, como observado na tabela 4 e grafico 11.
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Tabela 4 — Dados da avaliagdo do desenvolvimento pré-imaginal de Culex quinquefasciatus frente a cinco
diferentes dietas.

N %
Colonia Dietas N PA~ Ls Li-Ls M PA Ls Li-Ls M
S RG 700 604 37 0 59 86 5 0 9
RP 600 492 31 2 75 82 5 0 13
LD 500 142 212 7 139 28 42 1 29
EL 400 79 101 15 205 20 25 4 o1
SC 500 0 0 51 449 0 0 10 90
Total 2700 1317 381 75 927 49 14 3 34
REC RG 300 242 47 0 11 81 16 0 3
RP 300 201 71 0 28 67 24 0 9
LD 300 21 217 2 60 7 72 1 20
EL 300 52 123 5 120 17 41 2 40
SC 300 0 0 14 287 0 0 4 96
Total 1500 516 458 20 506 34 31 1 34
REC-2 RG 300 213 73 0 14 71 24 0 5
RP 300 224 47 0 29 75 16 0 9
LD 300 23 248 4 25 8 83 1 8
EL 400 11 4 0 385 3 1 0 96
SC 300 0 0 34 266 0 0 11 89
Total 1600 471 372 38 719 30 23 2 45

Fonte: Elaborado pelo autor.

Legenda: Os grupos experimentais contém 50 larvas de C. quinquefasciatus/100 mL de &gua declorada e o
experimento teve duracdo de 12 dias. N = nimero de individuos. PA = pupas e adultos. L4 = estadio larval L.
L;-L; = estadio larval de L; a Ls. M = mortalidade. S, REC e REC-2 = Colbnias de C. quinquefasciatus
susceptivel e resistentes a toxina Bin homozigotas para os alelos cqmlgec € cqmlgec.,, respectivamente. RG =
Ragdo para gatos Whiskas®. RP = Ragdo para peixes Maramar®. LD = Leite em p6 desnatado Molico®. EL =
Extrato de levedura Sigma®. SC = Sacarose Sigma®.
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Grafico 11 — Desenvolvimento pré-imaginal de Culex quinquefasciatus das colonias susceptivel S (A), e
resistentes REC (B) e REC-2 (C) ao Lsp frente a diferentes dietas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Legenda: Grupos experimentais de 50 larvas de C. quinquefasciatus/100 mL de &gua declorada, o ensaio teve
duracdo de 12 dias e os dados representam de dois a quatro pontos experimentais. RG = Racdo para gatos
Whiskas®. RP = Ragdo para peixes Maramar®. LD = Leite em p6 desnatado Molico®. EL = Extrato de levedura
Sigma®. SC = Sacarose Sigma®. L, = estadio larval L,. L;-L; = estadio larval de L; a L;. S, REC e REC-2 =
Colbdnias de C. quinquefasciatus susceptivel e resistentes a toxina Bin homozigotas para os alelos cqgmlgec €

cqm1lgec.o, respectivamente.
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Grafico 12 — Dados agrupados do desenvolvimento pré-imaginal de Culex quinquefasciatus das col6nias
susceptivel (S) e resistentes (REC e REC-2) ao Lsp frente ao grupo de dietas testadas.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Legenda: Dietas = ragdo para gatos Whiskas®, ragdo para peixes Maramar®, leite em p6 desnatado Molico®,
extrato de levedura Sigma® e sacarose Sigma®. L, = estadio larval L. L;-Ls = estadio larval de L; a L.
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9 DISCUSSAO

As a-glicosidases (Aglus) sdo enzimas que atuam na digestdo de carboidratos, e sdo
essenciais para a sobrevivéncia de larvas e adultos de mosquitos (FOSTER, 1995). A maioria
dos estudos destas enzimas vem sendo realizada com adultos visto que a dieta basica nesta
fase do ciclo de vida é quase exclusiva de sacarose. Apesar das fémeas realizarem o repasto
sanguineo para a maturacdo dos ovos, apenas este tipo de alimentacdo nédo é suficiente para a
sua sobrevivéncia. Souza-Neto et al. (2007) demonstraram que fémeas adultas de Anopheles
aquasalis submetidas exclusivamente a alimentacdo sanguinea possuem uma longevidade de
apenas seis dias. Por outro lado, a caracterizacdo de Aglus na fase de larva é escassa. Em
Culex gquinquefasciatus, a Aglu Cgm1 vem sendo estudada a partir de sua identificacdo como
receptor da toxina Binaria (Bin), produzida pela bactéria entomopatdgena Lysinibacillus
sphaericus (Lsp) (ROMAO et al., 2006). Apesar de sua funcdo primordial estar associada a
digestdo de carboidratos, sua atividade catalitica ainda néo foi caracterizada.

Neste estudo, a caracterizacdo inicial da atividade enzimatica da Cqm1 foi realizada,
sendo demonstrado que a Cgml apresenta atividade 6tima a 37° C, pH 7,5-8,0 a partir do
substrato sintético p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (pNaG), cuja degradacédo foi superior aos
subtratos naturais testados. A avaliagdo de pH 6timo para a atividade de Aglus nativas em
amostras de intestinos de larvas mostrou um padrdo similar ao da Cgm1, com atividade 6tima
em pH entre 7,5 e 8,0. Estes dados diferem do que foi encontrado para glicosidase presente
em glandulas salivares (Mall) de C. quinquefasciatus, que exibiu atividade 6tima a 35° C, pH
5,5. Além destas diferencas, houve preferéncia pelo substrato maltotriose ao invés do
substrato sintético pNaG (SUTHANGKORNKUL et al., 2015). Glicosidases presentes em
glandulas salivares de adultos de Aedes aegypti e Aedes albopictus também apresentaram
maior atividade em pH na faixa acida (MARINOTTI; BRITO; MOREIRA, 1996;
MARINOTTI; JAMES, 1990). Estas diferencas podem representar peculiaridades de cada
enzima. O pH do intestino médio (midgut) de larvas e adultos de mosquitos € alcalino,
podendo variar de 7 a 10 e apresenta atividade de vérias enzimas digestivas ligadas ao epitélio
tais como glicosidases, e esta pode ser a razdo pela qual a Cgml apresenta uma maior
atividade em pH mais elevado do que as glicosidases de glandula salivar (DADD, 1975;
TERRA; FERREIRA, 2010). Estes dados podem indicar uma adaptacdo em relagdo as
condicBes Gtimas de atividade catalitica destas glicosidases, de acordo com a fase de vida e 0

tecido onde sdo expressas nos insetos.
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O estudo das Aglus ortélogas Cgm1 e Aaml mostra que elas tem alta identidade de
sequéncia, mas podem apresentar alta diversidade funcional. No caso, elas apresentam
diferencas na capacidade de interagir com a toxina Bin e no padrdo de glicosilacdo
(FERREIRA et al., 2010). Este estudo mostra ainda uma significativa reducdo na capacidade
catalitica da Cgm1 em relacdo a Aaml. Apesar da glicosilacdo da Aam1l, esta caracteristica
néo parece influenciar na capacidade de interacdo da Aaml com a toxina Bin (FERREIRA et
al., 2014), e sua relacdo com a capacidade catalitica esta sendo investigada. Ainda em relacédo
a diversidade funcional, a funcéo predita da Cgm1 na plataforma GenBank sugere uma outra
habilidade desta proteina como transportadora de aminoacidos. Este fato pode ocorrer devido
a alta diversidade de funcGes de proteinas, como demonstrado no trabalho de Mury et al.
(2009), no qual uma Aglu de Rhodnius prolixus esta associada a formacdo de hemozoina, que
é um produto da detoxificacdo de grupamento heme da hemoglobina. Deve ser notado que a
maioria das parélogas da Cgm1 tem funcédo predita relacionada a degradacéo de carboidratos,
exceto a propria Cqm1l. Entretanto, deve ser considerado também que a funcéo predita possa
se tratar de um equivoco de anotacao.

Dentre os alelos da Aglu Cgm1 do C. quinquefasciatus ou Cpm1 do Culex pipiens que
estdo associados a resisténcia a toxina Bin (CHALEGRE et al., 2012, 2015; DARBOUX et
al., 2002, 2007; GUO et al., 2013; ROMAO et al., 2006), est&o os alelos cqm1gec € cqmlgec.2
que, em homozigose, sdo responsaveis pela resisténcia das larvas das respectivas col6nias
avaliadas neste estudo. As proteinas codificadas pelos genes mutantes podem ndo ser
produzidas pois os alelos cqmlgrec € cqmlgrec-2 tem baixa transcricdo de mMRNA (CHALEGRE
et al., 2015). Portanto, um dos objetivos deste trabalho, que partiu da hipdtese que a Aglu
Cgml ndo é expressa, foi avaliar a ocorréncia da expressdo de outras Aglus que poderiam
estar associadas a algum tipo de mecanismo de compensacao, ou de redundancia fisioldgica
devido a auséncia da Cgml nos individuos resistentes. Dados de bioinformatica
(GABRISKO, 2013) descrevem diversas Aglus preditas no genoma de C. quinquefasciatus,
porém dados de identificacdo e caracterizacdo destas enzimas in vivo, além da Cgml, sdo
escassos. No presente estudo, 18 paralogas a proteina Cgm1 foram identificadas in silico, cuja
funcdo predita em sua maioria esti relacionada a atividade Aglu, e delas, 11 foram
selecionadas para avaliar se sdo expressas em larvas das colnias estudadas.

Nove destas pardlogas foram detectadas nas trés colbnias estudadas, indicando a
expressdo destes genes de Aglus nas larvas. Foram observadas diferencas da intensidade no
sinal dos transcritos identificados, sugerindo diferengas quantitativas nos padroes de

expressao destes genes. Em relacdo ao gene cgml e seus mutantes (cqmlgrec € cQMlgec-2), foi
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observado um padrdo esperado de amplicons para a Cgml em susceptiveis e auséncia nas
resistentes. Na qRT-PCR foi observada uma baixa expressdo deste gene nas resistentes
conforme demonstrado por Chalegre et al. (2015). Transcritos de duas paralogas (P9 e P3)
ndo foram detectados em nenhuma das coldnias estudadas, sendo possivel que elas ndo sejam
expressas, ou que as condi¢des experimentais aplicadas ndo foram capazes de detectar a sua
expressdo. Alternativamente, estas paralogas poderiam ser expressas em outro estadio do
desenvolvimento, como ocorre com Aglus que sdo expressas em adultos (FERREIRA et al.,
2010; JAMES; BLACKMER; RACIOPPI, 1989; SOUZA-NETO et al., 2007
SUTHANGKORNKUL et al., 2015). A avaliacdo de quantificacdo relativa de trés parélogas
a Cgml (P10, P13 e P17) mostrou um padrdo de transcricdo diferente para duas delas, em
relacdo ao padrdo de larvas susceptiveis. Comparada aos susceptiveis, as larvas resistentes
(REC) mostram maior abundancia de transcritos da P17, e a colénia REC-2 mostra uma maior
abundancia da paraléga P17 e também um aumento discreto da P13. A maior expressao
observada em duas paralogas, das trés analisadas, sugere a existéncia de um mecanismo de
compensacdo da expressdo outras de Aglus presentes em C. quinquefasciatus em resposta a
baixa expressao da Cgm1 nos individuos resistentes.

As toxinas inseticidas de bactérias entomopatdgenas dependem da interagdo com
receptores para a sua acdo. Varios destes receptores sdo enzimas intestinais tais como as
Aglus (Agm3, Cgml e Cpml), que sdo receptores da toxina Bin do Lsp, além de
aminopeptidases e fosfatases alcalinas, que agem como receptores de toxinas Cry do Bacillus
thuringiensis subs. israelensis (BRAVO et al., 2002; DARBOUX et al., 2001; JIMENEZ et
al., 2012; OPOTA et al., 2008; PAUCHET et al., 2005, ROMAO et al., 2006; SILVA-
FILHA; NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1999). Nos genes destes receptores podem ocorrer
mutacdes que impedem a sua expressdo, acarretando em uma forma de silenciamento génico
de moléculas constitutivamente importantes e com papel fisiolégico primordial na digestéo.
Apesar de sua implicagdo direta com um possivel custo bioldgico associado a resisténcia, o
impacto da auséncia de expressao destas moléculas nos insetos ndo tem sido estudado. Os
dados deste estudo sugerem a existéncia de mecanismos para suprir a auséncia destas
moléculas, através do padrdo de expressdo diferencial de Aglus paradlogas nas linhagens
resistentes em comparacdo com a susceptivel. Um painel mais completo do perfil de
transcricdo de Aglus nestes insetos, indicando outras paralogas, deve ser analisado para
confirmar esta hipdtese. Adicionalmente, seria necessario expressar e caraterizar
funcionalmente as paradlogas que apresentaram aumento de expressdo a fim de avaliar sua

equivaléncia funcional em relagdo a Cqm1.
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Apos a andlise do padrdo de expressdo individual de Aglus selecionadas, a avaliagdo
de atividade Aglu total em amostras de larvas em ensaio qualitativo in gel corroborou o
fenotipo resistente, mostrando a auséncia da banda catalitica correspondente a Cgm1, como
observado por Romao et al. (2006). O perfil de bandas cataliticas ndo mostrou resolucéo para
avaliar possiveis diferencas das demais bandas de Aglus entre as colbnias, alem daquela
previamente sabida, que é a auséncia da Cgm1. No entanto, observou-se que oito, dentre as
nove paralogas expressas (RT-PCR convencional), teriam um peso molecular da proteina
predito entre 60 e 70 kDa que poderiam corresponder a bandas cataliticas que migram
proxima a Cgml, conforme observado no ensaio in gel. J& a Aglu P17, que apresentou o
maior aumento de expressao de transcritos, apresenta um peso predito de 47 kDa, e poderia
corresponder a uma das outras bandas cataliticas que migram com peso molecular inferior.
Estes dados indicam que os transcritos detectados podem corresponder as Aglus conservadas
no perfil qualitativo de amotras nativas. A quantificacdo da atividade total de Aglus entre as
amostras de individuos susceptiveis e resistentes foi similar, indicando que a atividade
catalitica global é equivalente. Este resultado corrobora a hipdtese que poderia haver um
mecanismo de compensacdo de Aglus devido a auséncia da Cgml, sem prejuizo para a
digestdo de carboidratos em larvas de 4° instar.

O desenvolvimento pré-imaginal das coldnias susceptiveis e resistentes frente a cinco
dietas foi avaliado neste estudo para investigar as possiveis consequéncias da auséncia da
Cgml nos individuos resistentes. A nutricdo larval é um fator essencial para o
desenvolvimento, sendo importante considerar qualidade e quantidade de alimento disponivel
(GIMNIG et al., 2002). Neste estudo, as dietas que proporcionaram melhor desenvolvimento
(taxa de sobrevivéncia) foram as racOes para gatos e para peixes. Comparativamente, o leite
desnatado e o extrato de levedura foram as dietas que provocaram retardos no
desenvolvimento pré-imaginal de C. quinquefasciatus, causando, no periodo avaliado, uma
estagnacdo de grande nimero de individuos nos estadios larvais, além de provocarem uma
reduzida emergéncia de adultos. J& a sacarose, mostrou-se uma dieta insuficiente para
promover o desenvolvimento dos individuos, visto que estes permaneceram na fase L,
possivelmente por esta dieta ndo conter proteina, que € um componente nutricional essencial
para o desenvolvimento pré-imaginal (GIGLIOLI, 1947; CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).
Nosso resultado contrasta com o estudo comparativo do desenvolvimento de C.
quinquefasciatus que ndo mostrou diferenca significativa em relagdo a administracdo de dietas
de ragdo para cées, ragdo para camundongos e leite desnatado (BRITO et al., 1999). Além

disso, j& foi observado que o extrato de levedura pode ser um alimento adequado para o
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desenvolvimento de Ae. aegypti, conforme estudos ja realizados (F. Genta, comunicacao
pessoal).

Outro importante aspecto que influencia no desenvolvimento pré-imaginal dos
mosquitos é a densidade larval. E necessario que a quantidade de individuos no ambiente seja
compativel para propiciar um desenvolvimento homogéneo, pois a alta densidade de larvas
gera competicdo por espago e por alimento, fatores que influenciam no tempo de
desenvolvimento pré-imaginal, no tamanho dos individuos e no processo de pupacdo
(BESERRA; FERNANDES; RIBEIRO, 2009; LEONARD; JULIANO, 1995). Uma avaliagio
do efeito da densidade larval no desenvolvimento de Ae. aegypti mostrou que é possivel
manter coldnias com até 1250 larvas/L, desde que seja administrado 5,7 mg de alimento/larva
(BESERRA; FERNANDES; RIBEIRO, 2009). Outro estudo avaliou os efeitos da densidade
larval, temperatura da 4gua e composicdo da dieta para Ae. albopictus na producéo de pupas e
diferenciacdo de tamanho para separacdo por sexo. A densidade de 2000 a 3000 larvas/L foi
ideal para uma elevada producdo de pupas, 24h apds o inicio desta fase (BALESTRINO et al.,
2014). No nosso estudo, os experimentos com C. quinquefasciatus foram conduzidos com
500 larvas/L e administracdo de 2 mg de alimento/larva, estando de acordo com 0s parametros
sugeridos para permitir o desenvolvimento pré-imaginal.

O desempenho das col6nias resistentes, avaliado individualmente ou globalmente para
as dietas, foi inferior, indicando que houve comprometimento no desenvolvimento.
Entretanto, ndo foi possivel estabelecer uma relacdo direta com a falta da Cgm1, visto que a
atividade Aglu total nas larvas susceptiveis e resistentes € similar, e que parece haver uma
modulagio na expressdo de outras proteinas com funcio predita possivelmente equivalente. E
possivel que outros genes, responsaveis por outros parametros, possam ter sido selecionados
conjuntamente com o Cgml. Entre as colbnias resistentes, a REC-2 teve a taxa de
sobrevivéncia global inferior a REC, apresentando maior mortalidade. No entanto, o trabalho
de Melo (2013) mostrou um melhor desempenho bioldgico para os individuos da col6nia
resistente REC-2. Entretanto, naquele estudo, a manutencdo dos grupos experimentais foi
feita com menor densidade larval (100 larvas/L), maior disponibilidade de alimento (5
mg/larva/dia) e os parametros avaliados foram distintos daqueles aplicados no nosso estudo
(como fecundidade, fertilidade e longevidade das fémeas), podendo ser a razéo das diferencas
observadas nos resultados.

O conjunto de dados obtidos neste trabalho pode indicar que a resisténcia ao Lsp,
conferida pelos alelos cqmlgec € cqmlgec-2, possui custo bioldgico relativamente baixo. As

analises de expressdo e de atividade de Aglus nas larvas apontam um aumento em pelo menos
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duas potenciais Aglus, que poderia assegurar uma equivaléncia fisiolégica em relacdo a
capacidade de digestdo de carboidratos em larvas susceptiveis e resistentes. Apesar disso, 0
desempenho biologico em relacdo a taxa de sobrevivéncia dos individuos resistentes é inferior
em comparacdo com 0s susceptiveis. Portanto, ndo é possivel concluir quanto ao custo
bioldgico associado ao gene cqmil, visto que s@o necessérias analises mais completas até a
fase adulta. O fitness ou desempenho bioldgico é definido principalmente pela capacidade
reprodutiva e de contribuicdo genética do individuo dentro de uma populacdo e, neste
trabalho, foi feita apenas a avaliacdo do desenvolvimento pré-imaginal, sendo importante
avaliar um conjunto mais amplo de parametros (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994,
(GASSMANN; CARRIERE; TABASHNIK, 2009; ORR, 2009; RIGBY; HECHINGER;
STEVENS, 2002).

Avaliacdes de custo bioldgico sdo de extrema importancia para o entendimento das
dindmicas populacionais no ambiente. A aplicacdo exacerbada de biolarvicidas pode
promover a pressdo de selecdo de individuos que possuem alelos de resisténcia que poderdo
manter uma frequéncia elevada deste alelo em populacdes. No caso das colénias de C.
quinguefasciatus resistentes analisadas neste estudo (PEI et al., 2002), os alelos de resisténcia
ligados ao gene cgml parecem estar associados a um baixo custo bioldgico, podendo ser
mantidos mesmo na auséncia da pressdo de selecdo (AMORIM et al., 2010). Os resultados
deste estudo indicam que a analise mais ampla de genes e proteinas seria relevante para a

compreensdo da diferente capacidade adapatativa das coldnias REC e REC-2.
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10 CONCLUSOES

a)

b)

d)

f)

9)

A o-glicosidase (Aglu) Cgml de Culex quinquefasciatus mostrou carateristicas
especificas, como atividade em pH adaptado ao intestino de larvas de mosquito, e
capacidade enzimatica significativamente inferior a Aglu Aaml de Aedes aegypti,
apesar da alta similaridade entre elas;

C. quinquefasciatus possui pelo menos nove proteinas pardlogas a Cqm1 expressas na
fase larval e que podem estar envolvidas na digestdo de carboidratos, visto que
apresentam dominios conservados de Aglu;

Nas larvas resistentes desprovidas de expressdao da Aglu Cgm1l, foram observados
transcritos de nove paralogas a Cgml e, pelo menos duas delas (P13 e P17) possuem
um expressdo relativa aumentada em relacdo as larvas susceptiveis, sugerindo uma
compensacéo pela auséncia da Cqm1;

As larvas susceptiveis e resistentes possuem um atividade Aglu total similar,
indicando que a auséncia da Aglu Cgml ndo parece exercer um impacto sobre este
aspecto fisiologico, especificamente relacionado a auséncia dos produtos de expressdo
dos alelos cqmlgec € cqmlgec-2;

A avaliacdo do desenvolvimento pré-imaginal mostrou que a presenca de proteina na
dieta de larvas é fundamental para que os individuos atinjam a fase adulta;

As larvas resistentes apresentaram um desenvolvimento pré-imaginal inferior
comparado as susceptiveis nas dietas avaliadas;

E possivel que os alelos de resisténcia cgmlgec € cqmlgec.2 estejam associados a um
baixo custo bioldgico para os insetos, pelo menos no que se refere a atividade Aglu

total envolvida na digestdo de carboidratos.
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The Binary (Bin) toxin from the entomopathogenic bacterium Lysmibacillus sphaericus acts on larvae of
the aulicid Culex quinquefasdatus through its binding to Cqm1, a midgut-bound z-glucesidase. Specific
binding by the BinB subunit to the Cqm1 receptor is essential for toxiaty however the toxin is unable to
bind to the Cqm1 ortholog from the refractory spedes Aedes aegypti (Aam1). Here, to investigate the
molecular basis for the interaction between Cgm1 and BinB, recombinant Cgm1 and Aam1 were first
expressed as soluble forms in SP cells. The two proteins were found to display the same glycosilation
patterns and BinB binding properties as the native z-gluosidases. Chimeric construds were then
generated through the exchange of redprocal fragments between the corresponding agm1 and aam1
dDNAs. Subsequent expression and binding experiments defined a Cqm1 segment encompassing resi-
dues $129 and A312 as critical for the interaction with BinB. Through site directed mutagenesis exper-
iments, replacing specific sets of residues from Cgm1 with those of Aam], the 159GGiso doublet was
required for this interaction. Molecular modeling mapped these residues to an exposed loop within the
Cgm1’s structure, compatible with a target site for BinB and providing a possible explanation for its lack
of binding to Aam1.

© 2014 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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The Cgml x-glucosidase, expressed within the midgut of Culex quinguefas-
ciatus mosquito larvae, is the receptor for the Binary toxin (Bin) from the
entomopathogen Lysinibacillus sphaericus. Mutations of the Cqml a-glu-
cosidase gene cause high resistance levels to this bacterium in both field
and laboratory populations, and a previously described allele, egmlfgec.
was found to be associated with a laboratory-resistant colony (R2362).
This study described the identification of a novel resistance allele, egm/ gge.s.
that was co-selected with egmigg- within the R2362 colony. The two
alleles display distinct mutations but both generate premature stop codons
that prevent the expression of midgut-bound Cgml proteins. Using a
PCR-based assay to monitor the frequency of each allele during long-term
maintenance of the resistant colony, cqgmligr- was found to predominate
early on but later was replaced by cgmigge.> as the most abundant resis-
tance allele. Homozygous larvae for each allele were then generated that
displayed similar high-resistance phenotypes with equivalent low levels of
transcript and lack of protein expression for both cqgml gee and egmi geeos.
In progeny from a cross of homozygous individuals for each allele at a
1:1 ratio, analyzed for ten subsequent penerations, cgmilgg- showed a
higher frequency than ecgmlgec.>. The replacement of egmlgec by
cgmi gee.> observed in the R2362 colony, kept for 210 generations, indi-
cates changes in fitness related to traits that are unknown but linked to
these two alleles, and constitutes a unique example of evolution of resis-
tance within a controlled laboratory environment.




