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FERREIRA, L. M. Andlise da refratariedade do Aedes aegyptia toxina binaria do
biolarvicida Bacillus sphaericus 2009 Dissertacdo (Mestrado em Saude Publica) — Centro
de Pesquisas Aggeu Magalhaes, Fundacdo OswaldpRxoite, 2009.

RESUMO

O principal fator larvicida ddacillus sphaericugBsp) para culicideos é a protoxina Bin,
produzida sob a forma de um cristal, durante arafpgio. Quando ingerido pelas larvas o
cristal € processado e a toxina Bin reconheceaeskga receptores especificos do epitélio
intestinal. O receptor erGulex quinquefasciatué umaa-glicosidase de 60 kDa, ligada a
membrana intestinal por uma ancora GPI, denomifGagiol. Larvas déedes aegyptsao
consideradas refratarias ao Bsp, pois a toxinarBiom reconhece receptores macrovilli
intestinal. No entanto, a anélise do genom#&eéoaegyptirevelou a presenca do gesaan],

que codificaria uma proteina ortdloga e com 83%sidelaridade ao receptor Cgml. O
principal objetivo deste estudo foi elucidar a bamdecular da refratariedade éde. aegypti

ao Bsp, determinada pela auséncia de ligacdo daat®in ao epitélio intestinal das larvas.
Para tal, foi feita uma investigacdo da expressdopmbteina Aaml e do perfil de-
glicosidases dée. aegyptitendo como referéncia o receptor Cgml. Os refgdtanostraram
que larvas e adultos dee. aegyptiexpressam uma-glicosidase de membrana de 70 kDa,
reconhecida pelo anticorpo anti-Cqml, e que prdvesate trata-se da proteina Aaml. Tal
proteina é expressa muicrovilli intestinal das larvas em niveis superiores a Cgmol,
entanto, ndo apresenta capacidade de ligacdore@tBiki. Em uma segunda etapa, a avaliacdo
de proteinas Aaml e Cgm1l recombinantes, produeitiabsado de reticulocitos de coelho,
mostrou que ambas ndo foram capazes de se ligacifispmente a toxina Bin. A falha na
ligacdo da proteina Cgml a toxina Bin pode ser mecte da auséncia do processamento
pés-traducional adequado neste sistema de expreissiicando que certas modificacfes
podem ser criticas para a sua funcionalidade. @nuento da proteina Cgml nativa a
temperatura de 100 °C aboliu a sua capacidadegdeédld a toxina Bin, indicando que a
conformacdo da proteina pode ser essencial para tuscionalidade. Os resultados obtidos
demonstram que, apesar dos altos niveis de exprdasAaml nas larvas dee. aegyptia
proteina ndo é capaz de ligar-se a toxina Bin.fat estar relacionado a outros fatores
criticos para sua funcionalidade, tais como difemenconformacionais e/ou modificacdes
pés-traducionais que determinem o status de refrdtale dAe. aegypiti

Palavras-Chave: Controle biolégico de vetoresnaxbacterianagedes



FERREIRA, L. M. Andlise da refratariedade do Aedes aegyptia toxina binaria do
biolarvicida Bacillus sphaericus2009. Dissertation (Master of Public Health) — Cerde

Pesquisas Aggeu Magalhédes, Fundacdo Oswaldo Ceade R2009.

ABSTRACT

Bacillus sphaericugproduces crystalline inclusions which contain Bia toxin, its major
insecticidal factor against culicide larvae. Aftegestion by larvae the crystal is processed
and released in the midgut, where the Bin toximgazes and binds to specific receptors on
the epithelium. The receptor @ulex quinquefasciatus a 60-kDa midgut membrane bound
a-glucosidase, named CgmAedes aegyptiarvae are refractory to Bsp, due to the lack of
functional receptors in the midgut epithelium. Heoee analysis ofAe. aegyptigenome
revealed the@amlgene that encodes a protein ortholog with 83%roiiarity to Cgml. The
major goal of this study was to elucidate the mal@cbasis ofAe. aegyptrefractoriness to
Bsp. The first step was to evaluate the expreseiothe Aaml protein, using the Cgml
receptor as a reference. The results showed tiatkdba membrane-bouna-glucosidase,
recognized by anti-Cgm1 polyclonal antibody, is regged in larvae and adults Ag.
aegyptj and it could be Aam1l. This protein is expressedanvae midgut at higher levels
than Cgm1, however, it does not bind to Bin toxma second set of experiments, Aaml1 and
Cgm1 recombinant proteins were produced in a rakhbtulocyte lysate system to assess its
capacity to interact with Bin toxin. These protefaged to bind to the toxin, and it is likely
due the ineffective pos-translational processinghef protein by this system. Treatment of
native Cgm1l at 100 °C abolished its binding cagapibssibly due structural changes related
to protein folding, which might be essential fonBoxin binding. This work showed thae.
aegyptilarvae express the Aamd-glucosidase at high levels on midgut, howevergoth
critical factors that affect protein functionalitguch as changes of protein structure and
correct pos-translational processing, are assatmatth the toxin binding capacity and can
underlie theAe. aegyptrefractoriness status.

Key Words:Bacillus sphaericusreceptor, Bin toxin
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1 CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

Biolarvicidas a base das bactérBacillus sphaericugBsp) e Bacillus thuringiensis
(Bt) sdo eficazes para o controle de culicideosnel&leos, e tém sido utilizados em varios
paises, inclusive no Brasil. O Bapresenta agdo inseticida para culicideos devido a
producao de cristais que causam a morte das lgnaxlo ingeridos. O principal fator toxico
do Bsp, contido no cristal, é a toxina Bin. Esteifaé produzido sob a forma de uma
protoxina heterodimérica, composta pelos polipepigdie 42- e 51- kDa, denominados BinA
e BinB, respectivamente. Apds a ingestao pelasany cristal protéico € solubilizado em pH
alcalino intestinal e a protoxina Bin € liberadaltnmen, onde é clivada por serina-proteases
em polipeptideos de 39- e 43-kDa, que constituefmrraa ativa da toxina. A toxina Bin
reconhece e liga-se a receptores especificos ndiepntestinal das larvas, para promover o
efeito inseticida. A ligacdo da toxina aos receggar uma etapa essencial no modo de acao do
Bsp em espécies susceptiveis tais c@npipiens C. quinquefasciatysAn. stephense An.
gambiae EmAe. aegyptiuma espécie naturalmente refrataria ao Bspagdig da toxina aos
receptores danicrovilli intestinal de larvas (BBMF) néao foi detectada. rih@pal objetivo
deste estudo foi identificar os mecanismos moleeslanvolvidos na refratariedade Ae.
aegyptiao Bsp.

O receptor da toxina Bin e. pipiense C. quinquefasciatug foi caracterizado e &
uma a-glicosidase de 60 kDa, ancorada & membrana apgecapitélio intestinal por uma
molécula de glicosil-fosfatidilinositol (GPI). EAn. gambiaeverificou-se que a-glicosidase
Agm3 (Anopheles gambiaenaltase 3), ortdloga ao receptor Cgml e expressapitélio
intestinal das larvas desta espécie, foi capamedede a toxina Biin vitro (OPOTA et al.,
2008). A andlise das sequéncias de nucleotidgmstiada disponibilidade do genoma Ale.
aegyptj revelou que essa espécie apresenta genes gtiearndinoléculas com substancial
similaridade a Cgm1, dentre elas, umalicosidase que apresentou 83% de similaridade,
denominada neste estud@des aegyptmaltase 1 (Aaml), que poderia ser, portanto, uma
molécula com capacidade de interagir com a toxina B

A identificacdo da proteina Aaml erAe. aegypti gerou um importante
guestionamento acerca dos mecanismos que determaimafmatariedade desse culicideo ao
Bsp, que podem trazer conhecimentos importantese smbmodo de acdo do Bsp a nivel

molecular. Embora a analise de sequéncias reyalesanca do gersaml que codifica uma
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molécula candidata ao receptor da toxina Bin @&m. aegypti estudos anteriores
demonstraram que ndo h ligacdo da toxina ao iepitééstinal das larvas desse inseto. Tal
fato pode resultar da auséncia de expressao dessengs insetos, da expressao em outra fase
do desenvolvimento, da expressdo em niveis redsizida producdo de uma proteina
desprovida de ancora GPI e, portanto, expressa $obma sollvel, ou ainda de diferencas
estruturais nas proteinas que sejam criticas paea eeconhecimento e ligacdo com a toxina
Bin. A resisténcia de larvas @alexao Bsp, por exemplo, pode ser decorrente de megaco
no gene Cgm1l, que passa a codificar proteinas @gsyrovidas de ancora GPI e, portanto,
ausentes dmicrovilli intestinal. Uma outra possibilidade é que a pnatédiaml seja expressa
nas larvas dée. aegypte ndo possua a capacidade de interagir com aat&um o que pode
ser decorrente de diferencas na sequéncia prind@iaminoacidos ou de alteracdes na
conformacéo da proteina Aaml que impecam a interaca

A partir dos dados disponiveis, 0 objetivo dessedesfoi identificar os mecanismos
envolvidos na refratariedade de. aegypti Inicialmente foi realizada uma avaliagao da
expressdo da proteina Aaml em todas as fases dovdesmento doAe. aegyptie uma
investigacdo da sua presenca dentre-glicosidases expressas nessa espeécie. Em seguida,
proteinas Aaml e Cqgml recombinantes foram prodsi@daibmetidas a ensaios de interacéo
para avaliar a sua capacidade de interacdo comiraat8in. O conjunto de caracteristicas
apresentadas poAe. aegyptie C. gquinquefasciatusespécies refrataria e susceptivel,
respectivamente, constituem um modelo impar dedestgue pode trazer conhecimentos
relevantes para a elucidacdo do modo de acdo do Bspompreensdo da base da
refratariedade dessa espécie pode oferecer subgidi@ ampliar o espectro de acéo e

aperfeicoar o uso do Bsp.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biologia de culicideos

Os culicideos pertencem a ordem Diptera e possuandg importancia medica por
estarem envolvidos na transmisséo de agentesg@tiofdde doencas para o homem. Espécies
dos género€ulex, Anopheles Aedespodem ser vetores de patdgenos humanos respansavei
pela filariose, malaria e dengue, respectivamedgeculicideos sdo holometabolos e o seu
desenvolvimento compreende as fases de ovo, gesiiigios larvais, pupa e adulto (Figura
1). A fase pré-imaginal ocorre no ambiente aquaticde as fémeas depositam os ovos. O
ciclo de vida dura cerca de dez dias, desde o t&va amergéncia do adulto, embora possa
haver variacbes devido a influéncia de fatores comiicdo, temperatura, fotoperiodo e
umidade. Os insetos adultos se alimentam de s&gatal e as fémeas realizam também
hematofagia, que é necessaria para o desenvolanuast ovos. Apos o desenvolvimento
embrionario, as larvas do 1° estadio (L1) eclodematuem, passando por mais trés estagios
(L2, L3 e L4) até chegarem a fase de pupa, a paatiqual ocorre a emergéncia da forma
adulta. As fémeas podem realizar de quatro a aiigios gonadotroficos durante a vida e,
devido ao seu habito hematofagico, sdo capazeddqleria agentes etioldgicos de doencas e
transmiti-los de um hospedeiro vertebrado paraod@ONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Larvas

Figura 1. Ciclo de vida ddAedes aegypti

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: ApOs o repasto sanguineo as fémeas (A) depositasnass(B) na superficie da agua. Estes eclod
liberam as larvas (C), que em seguida evoluemaéaae de pupa (D), a partir da qual emergem dsoadu
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2.1.1Culex quinquefasciatuSay 1823

O C. quinquefasciatué uma espécie cosmopolita que ocorre nas por¢coedionais
da Asia, na Africa, nas Américas e na Oceania.P@sspla diversidade de criadouros, com
preferéncia pelos depdsitos artificiais com 4dgoa €m matéria organica em decomposicéo e
detritos como os sistemas de esgoto, fossas esd@ONSOLI; OLIVEIRA, 1994). E uma
espécie altamente antropofilica e endofilica e goreda nas areas urbanas do Brasil, sendo
encontrada com mais frequiéncia nos meses quentas/esos. As fémeas realizam repasto
sanguineo no periodo crepuscular ou noturno e daposerca de 150 ovos agrupados sob a
forma de jangada. Esta espécie € o vetor prim@rioednatoddNuchereria bancroftiagente
etiologico dafilariose linfatica no Brasil, a segunda doencasm@mum transmitida por
vetores. Estima-se que cerca de 120 milhdes degesstejam infectadas pelo parasita e que
mais de um bilhdo se encontre sob risco em mais 8@ paises
(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs109/eA ampla distribuicdo da doenca esta
associada ao crescimento desordenado da populagioondicdes precarias de saneamento,
que favorecem o desenvolvimento do vetor. Alémildédse, oC. quinquefasciatusambém
pode ser vetor primario de alguns arbovirus comus do Nilo ocidental, Oropouche, Saint
Louis entre outros (FIGUEIREDO, 2007; GODSEY et 2005; MONDINI et al., 2007).

2.1.2Aedes aegyptiinnaeus 1762

Originariamente descrito no Egito, Ae. aegyptié considerado uma espécie
cosmopolita de ocorréncia em regides tropicaisbérgpicais, e foi introduzido no Brasil no
final do século XV, provavelmente em embarcacO@s 08 primeiros navegantes europeus.
O Ae. aegyptifoi erradicado de varias cidades brasileiras radi® de 30 (SOPER, 1963),
mas foi reintroduzido devido a falta de manutencdas medidas de controle
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2007). No Brasil @spécie ocorre, sobretudo,
em areas urbanas, geralmente no domicilio ou peralio humano. Seus criadouros
preferenciais sdo os recipientes artificiais emaicom pouca iluminacdo, que contenham

agua pobre em matéria organica. A densidade papokicdo Ae. aegyptié diretamente
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influenciada pela presenca de chuvas e densidéglexlas sdo encontradas nas estagbes com
maiores indices pluviométricos. As fémeas possuéiitds hematdfagos diurnos, ao
contrario doC. quinquefasciatysporém compartilham com esta espécie a predilpeim
ambiente domiciliar, o que facilita o contato corhamem. A estratégia de oviposicaoAkn
aegyptié diferente daquela adotada p€loquinquefasciatygpois em cada postura as fémeas
depositam ovos isolados, distribuidos em diversasl@auros (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

E o vetor primério do virus da dengue no Brasitrediversos paises, além de ser capaz de
disseminar e transmitir o virus da febre amarelaido urbano da doenca (MUTEBI et al.,
2004).

2.2 Controle de vetores

O controle populacional de vetores € uma ferramefdtiva para interromper o ciclo
de transmissdo de doencas. Entretanto, devidotasocearacteristicas bioldgicas peculiares
dos culicideos como elevada taxa reprodutiva, atido biol6gico e capacidade elevada de
colonizar habitats temporarios, a sua reducéo pojurial é um desafio para os programas de
controle de doencas como filariose e dengue. Airpde descoberta e utilizagdo dos
inseticidas sintéticos de acao residual, na déckda0, foi possivel controlar algumas
doencas provocadas por vetores e o diclorodifaddioetano (DDT), da classe dos
organoclorados, foi o primeiro inseticida a ser @mgente utilizado (HEMINGWAY;
RANSON, 2000). As limitacdes desses inseticidasaccommecanismo de agdo inespecifico e
a acdo em organismos nado-alvo, bem como a selezfompmllacdes de insetos resistentes
decorrentes do seu uso prolongado (HEMINGWAY; RANSQ000), motivaram a busca
por métodos de controle mais seletivos. O conbimkdgico pode ser uma alternativa eficaz e
baseia-se na utilizacdo de organismos vivos ouuds foxinas para reduzir a densidade
populacional dos insetos. Dentre estes organisraesbactérias entomopatdogenas Sao
importantes agentes de controle biologico, sendplamente utilizadas em programas de
controle de vetores (REGIS et,@001).
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2.3 Bactérias entomopatogenas e seu modo de acéo

Os larvicidas a base de bactérias entomopatogenagéderoBacillus possuem
caracteristicas que favorecem sua utilizacdo emgranmas de controle, tais como modo de
acao especifico, seguranca para o meio ambieaiglieldde de producdo em larga escala. Os
larvicidas bacterianos ocupam lugar de destagquiedesiécada de 70 e representam cerca de
90% do mercado de bioinseticidas. Os biolarvicidasbase das bactériaBacillus
thuringiensis(Bt) e B. sphaericugBsp) sdo eficazes para o controle de insetos de difsgent
ordens, e tém sido utilizados em varios paisedusive no Brasil (MITTAL, 2003;
ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 1993;REGIS et al.2001; THIERY et al., 1996).
Ambas as bactérias sao bacilos Gram-positivospitgs de solos e ambientes aquaticos que,
quando submetidas a condi¢cbes adversas, produzmrossDurante a fase de esporulacao
sao produzidos cristais que contém protoxinas dpader inseticida. O principio ativo das
preparacdes de biolarvicidas é constituido por omsdura de cristais ou esporos, e a sua
eficacia pode ser influenciada por diversos fatdisdso-quimicos e ambientais (MITTAL et
al., 1993). Os cristais agem por via oral e asarse alimentam no meio aquético por
filtracdo, ingerindo os cristais. Em seguida, ostais sdo solubilizados no intestino dos
insetos alvo, gracas ao pH alcalind1(), as protoxinas sao liberadas no lumen e, de&id
acado de serina-proteases sdo convertidas a formaxdes ativas, que interagem com
receptores especificos presentes no epitélio in#s{LACEY, 2007). Tal interacao
desencadeia efeitos citopatoldgicos nas célula®lies intestinais que culminam com a

morte dos insetos.

2.4Bacillus thuringiensis

O B. thuringiensis € uma bactéria entomopatdogena que possui mais de 70
sorovariedades, cujos cristais contém protoxinasfaamilias Cry e Cyt, que possuem acao
larvicida, sobretudo parkepiddpteros,coledpteros e dipteros. As toxinas Cry sdo alvo de
varios estudos acerca dos mecanismos que envolvieteracdo toxina-receptor, devido a

ampla utilizacdo de biolarvicidas a base de Bt eldetas transgénicas que expressam essas
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toxinas (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007). A acdo daxitms Cry e Cyt depende da
interacdo com receptores especificos nas célulapitilio intestinal das larvas de insetos e,
apos a ligacdo aos receptores, ocorre a insercémx@i@a na membrana, o0 que leva a
formacédo de poros nas células apicais (BRAVO; GISOBERON, 2007). A estrutura
terciaria de algumas toxinas Cry revelou a exisééde trés dominios. O dominio | (N-
terminal) € formado por setehélices e é responsavel pela formacdo de porasenabrana,
enquanto que os dominios Il e Ill, constituidos fodinas3, estdo envolvidos na ligacdo da
toxina com receptores no epitélio intestinal (Fig@r Cry3Aa). As toxinas Cyt sdo toxinas
citoliticas e hemoliticas que possuem um uanico damé-B (Figura 2, Cyt2Aa). Tais
moléculas atuam diretamente na membrana lipidisacélalas, podendo inserir-se na mesma
e levar a formac&o de poros (BRAVO; GILL; SOBERQ@R(Q7; GOMEZ et al., 2007).

Figura 2. Estrutura tridimensional das toxinas inseticidasdpeidas peldBacillus thuringiensisCry3Aa €
Cyt2Aa.

Fonte: Bravo; Gill; Soberdn, 2007, modificado.

Nota:DI. Dominio estrutural IDIl. Dominio estrutural IIDIIl. Dominio estrutural Ill.

2.4.1Bacillus thuringiensisorovarisraelensis

O Bacillus thuringiensisisraelensis descoberto em 1976 por Goldberg e Margalit
(1977) e identificado posteriormente por de Bafj#878), é especifico para larvas de dipteros
e possui cristais com elevada toxicidade para sadeamosquitos. Os cristais ativos contra
mosquitos comumente contém as toxinas Cry4Aa, Gry@Byl1Aa e CytlAa, que agem em

sinergia para causar a acéao larvicida (CRICKMOREI¢t1995). Além de possuirem acao
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toxica para larvas de culicideos, as toxinas dot&tmbém sdo ativas contra larvas de
simulideogLACEY, 2007). Os cristais devem ser ingeridos pédavas dos insetos-alvo para
que as toxinas sejam liberadas no lumen intestatsdadas pelas proteases ali presentes e
interajam com receptores especificos para exeragfi@inseticida (PIGOTT; ELLAR, 2007).

O Bti, hoje amplamente utilizado como larvicidafieaz para o controle dée. aegyptpela

sua especificidade e alta atividade inseticida mresenta uma alternativa ao uso dos
organofosforados (LEE; ZAIRI, 2005).

2.4.2 Receptores das toxinas Cry

A acdo inseticida especifica das toxinas Cry éd#edi sua interacdo com receptores
presentes no epitélio intestinal das larvas ah&iudos acerca do seu modo de acdo tém
demonstrado que algumas enzimas digestivas desfieicionam como receptores para as
toxinas Cry (BRAVO; GILL; SOBERON, 2007). Estudosalizados em lepiddpteros
demonstraram que a diminuicdo ou auséncia de mespnomicrovilli intestinal esta
relacionada ao desenvolvimento de resisténcia,eocgmprova a importancia da interacéo
toxina-receptor (JURAT-FUENTES; ADANG, 2004). Dentris moléculas ja caracterizadas
como receptores do Bt estdo caderinas (CADR), gmeptadases-N (APN), fosfatases
alcalinas (ALP), glicoconjugados e algumas metalgases (Figura 3; Tabela 1) (JURAT-
FUENTES; ADANG, 2004; KNIGHT et al., 1994; OCHOA-GARPUZANO et al., 2007,
VADLAMUDI et al., 1995; VAILATIS et al., 2001). Asaderinas representam uma ampla
familia de glicoproteinas envolvidas nos procesd®msadesédo e sinalizacdo celular e, em
lepidopteros comdanduca sext@ Bombyx moticaderinas séo receptores da toxina CrylA
(GOMEZ et al., 2007). As aminopeptidases estdocjpaimente localizadas no epitélio
intestinal de insetos e exercem funcbes essenciaisdigestdo de proteinas. Uma
aminopeptidase-N de membrana de 120 kDa é o readggtoxina CrylAc no lepiddpteid.
sexta(KNIGHT et al, 1994, 1995; SANGADALA et al., 1994) em espécies de anofelinos,
duas outras aminopeptidases também foram idem#gcaomo receptores das toxina Cry do
Bti (HUA et al.,, 1998; LEHNINGER; NELSON; COX, 1993REED; CHANDLER;
SANDEMAN, 1999; WANG; ZHANG, 2005; ZHANG et al., 8) (Tabela 2).
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A maior parte dos receptores foi descrita para®snas Cry com agéo para larvas de
lepidépteros, ao passo que a caracterizacao emsla® dipteros tem sido escassa. Apenas
recentemente, o receptor da toxina CryllAa do BtiAe. aegyptifoi caracterizado como
uma fosfatase alcalina de 65 kDa (FERNANDEZ, et 2005). Esta molécula se localiza
predominantemente em células intestinais, nas esgi® ceco gastrico e intestino posterior
das larvas, e esta ligada a membrana por uma aGdrdFERNANDEZ, et al., 2006). O
atual conhecimento sobre as toxinas do Bt, bem cdososeus respectivos sitios-alvo no
intestino das larvas de insetos gerou grandes asg&ga 0 uso de biolarvicidas a base destas
bactérias. Apesar da sua importancia como agemteomtrole, os biolarvicidas Bti e Bsp,
usados no controle de mosquitos, apresentam \a@spEctos do seu modo de acdo ainda nao

elucidados.

GalMNAc

! APN ALP
CADR GCR

Figura 3. Receptores de toxinas Cry Bacillus thuringiensigaracterizados em larvas de insetos.
Fonte:Bravo; Gill; Soberdn, 2007.
Nota: CADR. CaderinaAPN. Aminopeptidase-NALP. Fosfatase alcalin&CR. Glicoconjugado.
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Tabela 1.Receptores de toxinas inseticidas de bactériasnampatogenas presentes no epitélio intestinalrdadale lepidépteros.
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Espécie Toxina Receptores Peso (kDa) Referéncia
, , CADR! (Bt-Ry75) 175 Nagamatsu et al., 1999
Bombix mori CrylAa )
APN 110 Hua et al., 1998
Helicoverpa armigera CrylAc APN 120 Ingle et al., 2001
APN 170 Luo et al., 1997
Heliothis virescens CrylAc ALP? 68 Jurat-Fuentes; Adang, 2004
CADR 210 Jurat-Fuentes; Adang, 2006
Lymantria dispar CrylAa CrylAb Glicoconjugado 270 Valaitis et alb02
CrylAc APN 120 Knight et al., 1994
Manduca sexta )
CrylAb CADR (Bt-Ry) 210 Vadlamudi et al., 1995
Pectinophora gossypiella CrylAc CADR (BtR) NO Fabrick; Tabashnik, 2007

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: '‘CADR - Caderina?APN - Aminopeptidase’ALP - Fosfatase alcalindND - N&o determinado.
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Tabela 2.Receptores de toxinas inseticidas de bactériasnapatogenas presentes no epitélio intestinalrdadale culicideos.
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Espécie Toxina Receptores Peso (kDa) Referéncia
Aedes aegypti CryllAa ALP 65 Fernandez et al., 2006
Anopheles gambiae Bin a-Gli? (Agm3) 67 Opota et al., 2008
Anopheles gambiae CryllBa APN 106 Zhang et al., 2008
Anopheles quadrimaculatus CryllBa APN 100 Abdullah; Valaitis; Dean, 2006
Culex quinquefasciatus Bin a-Gli (Cgm1l) 60 Roméo et al., 2006
Culex pipiens Bin a-Gli (Cpm1) 60 Siva-Filha et al., 1999;

Darboux et al., 2001

Fonte: Elaborado pelo autor.
Nota:'ALP - Fosfatase alcalina-Gli - a-Glicosidase >APN — Aminopeptidast
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2.5Bacillus sphaericus

O Bacillus sphaericugBsp) € uma bactéria Gram-positiva, saprofita dess@
ambientes aquaticos que, quando submetida a cesdigilversas, produz esporos
arredondados, localizados na regido terminal dorésgio em forma de raquete (Fig. 4). A
primeira linhagem inseticida do Bsp foi isolada #9865, a partir de larvas mortas@eliseta
incidens entretanto esta linhagem possuia baixa atividpdea larvas demosquitos
(KELLEN, 1965). Posteriormente, novas linhagens calto potencial larvicida foram
isoladas, incluindo a 1593 da Indonésia (SINGER,77)9 2297 do Sri Lanka
(WICKREMESINGHE; MENDIS, 1980), 2362 da Nigéria (WHER, 1984) e C3-41 da
China (ZHANGet al, 1987), o que levou ao desenvolvimento de bialatas comerciais a
base dessa bactéria. As cepas do Bsp sdo agrudadasordo com as caracteristicas
morfolégicas e bioquimicas. A reagdo de aglutinatd@igelar € o método de classificacdo
mais utilizado e reune as cepas em diferentesigosptsendo 0 mais importante o H5a5Db,
que agrupa as cepas 1593, 2362 e C3-41, utilizpadaa a producdo industrial de
biolarvicidas. As toxinas produzidas pelo Bsp sdicaees contra espécies deulex
AnophelesMansoniae Aedese possuem grande potencial como agente para e
larvas de mosquitos, sendo amplamente utilizadasregramas de controle (LACEY, 2007).
No caso especifico déde. aegypti 0 Bsp ndo apresenta atividade larvicida, portaoto
controle biolégico deste vetor é realizado prinkignte com o Bti, conforme descrito na

secao 2.4.1.

Figura 4. Micrografia eletrénica d&acillus sphaericuem fase de esporulacéo.
Fonte: Kalfon et al. (1984), modificado.
Nota: S.esporoC. cristal protéico que possui acéo larvicida papaedds
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2.5.1 Toxinas inseticidas

O Bsp possui trés classes de toxinas que apreseaiizdade larvicida para dipteros:
as toxinas Mtx (toxinas mosquitocidas), produzidasfase de crescimento vegetativo, a
toxina Bin (toxina binaria) e as toxinas Cry48A&e/49Aa, que sdo produzidas durante a
esporulacdo (CHARLES et al., 1996; JONES, et @720

Os principais tipos descritos da toxina Mtx sapraseinas Mtx1 (100 kDa), Mtx2 (31
kDa) e Mtx3 (36 kDa). Estas toxinas ndo apreseniama contribuicdo importante para a
atividade larvicida de culturas esporuladas do B&s sofrem degradagdo por proteases,
visto que sdo secretadas no meio durante sua @odafase vegetativa (CHARLES et al.,
1996; THANABALU; PORTER, 1995). Entretanto, quandxpressas sob a forma
recombinante enkscherichia coli as toxinas possuem alto poder larvicida paraatade
dipteros (PARTRIDGE; BERRY, 2002; WEI et al., 2006)

Uma nova toxina binaria, formada pelas toxinas 8Agle Cry49Aa foi identificada
na cepa IAB59 do Bsp. A toxina Cry48Aa/Cry49Aa aprda alta toxicidade par@.
quinquefasciatugijuando administrada de forma purificada e em agnegbes equimolares.
No entanto, cepas nativas que expressam essa @ama hdo possuem atividade larvicida
elevada, devido ao baixo nivel de acumulo da Crg48Apedindo a atividade toxica que sO
ocorre na razao molar de 1:1 (JONES et al., 2007).

A toxina Bin é o principal fator responsavel petdalarvicida do Bsp para culicideos
e se localiza no cristal, sob a forma de uma pm#oheterodimérica, composta por
polipeptideos de 42- e 51- kDa (BinA/BinB), prodios de forma equimolar (BAUMANN,
et al., 1988; CHARLES, 1987). A toxicidade méaximaoBservada quando ambos os
componentes da toxina estdo presentes em condagraguimolares, o que indica a atuacao
sinérgica entre eles e justifica a natureza birdefa toxina (CHARLES, 1997; NICOLAS et
al.,, 1993). Em larvas do génerGulex o componente BinB ¢é responsavel pelo
reconhecimento e ligacdo aos receptores nas cealolapitélio intestinal, enquanto BinA

parece estar envolvido no mecanismo de toxicidbtie@LAS et al., 1993).
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2.5.2 Toxina Bin

A toxina Bin constitui o principal fator inseticidk Bsp e os biolarvicidas disponiveis
comercialmente sdo obtidos a partir de cepas proakidessa toxina, como a 1593, 2362 e
C3-41. A toxina Bin possui atividade inseticida mscente para larvas dos génetagex
Anophelese Aedese a sua acado depende da interacdo com receptoresnowilli intestinal
das larvas. A atividade do Bsp para diferentescesp@o génerédedesé variavel, porém,
larvas deAe aegyptisdo consideradas refratarias a acdo do Bsp, gupierem concentracdes
letais cerca de 100 vezes mais elevadas que aquelesdas para larvas d€ulex
(NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1992).

ApoOs a ingestado do cristal protéico, o mesmo ébfdadado em pH alcalino intestinal
(C110) e a protoxina é liberada no lumen. Gracas a deadserina-proteases, 0s componentes
BinA e BinB de 42 e 51 kDa, respectivamente, sadbs e atingem a sua forma ativa,
constituida de polipeptideos de 39- e 43-kDa, @s@enente, que interagem com receptores
especificos do epitélio intestinal das larvas erfneem o efeito letal (BAUMANN et al.,
1985; BROADWELL; BAUMANN, 1987; NIELSEN-LEROUX; CHRLES, 1992). Os
principais efeitos citopatologicos observados elula® intestinais de larvas tratadas com Bsp
sdo danos nas microvilosidades, intumescimentacdsteis mitocondriais, fragmentagéo do
reticulo endoplasmaético e vacuolizagéo citoplastadfCHARLES et al., 1987; de MELO et
al., 2008; SILVA-FILHA; PEIXOTO, 2003; SINGH; GIL1988). Demonstrou-se ainda que o
componente BinA da toxina é capaz de formar ponosrembranas fosfolipidicas artificiais
(SCHWARTZ et al.,, 2001). O componente BinB tambépdg em menor extensao,
promover estas alteragbes, embora o seu princggl seja o reconhecimento e interagéo
com os receptores doicrovilli (NICOLAS et al., 1993).

A especificidade da acdo do Bsp é determinada lgglado da toxina Bin a uma
classe de receptores especificos, presentes nararedpical do epitélio intestinal de larvas
de espécies susceptiveis dos génendsx® AnopheledNIELSEN-LEROUX; CHARLES,
1992; SILVA-FILHA et al.,1997). A toxina Bin se liga de forma especificacaeptores
presentes naicrovilli intestinal de larvas dé. pipiens C. quinquefasciatys#An. stephense
An. gambiag(NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1992; SILVA-FILHA et al.1997, 2004).
Em Ae. aegyptiespécie naturalmente refratéria ao Bsp, ndodssipel detectar uma ligacédo
significativa da toxina as preparacdes de BBMF (MEN-LEROUX; CHARLES, 1992). O
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padrédo de ligacdo da toxina Bin aos receptoreeptes em larvas deulexocorre de forma
regionalizada no ceco gastrico e intestino postedoorre de forma mais disseminada em
Anophelese é praticamente nula efe. aegypt(NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1992).
Estudos de ligacéo da toxina Binraarovilli intestinal de larvas demonstram que a afinidade
de ligacdo da toxina aos receptores e a conceoti@destes nanicrovilli estd diretamente
relacionada a susceptibilidadte vivo das larvas (SILVA-FILHA et al., 1997). Assim, em
espécies do complexdulex que sdo altamente susceptiveis, a ligacdo éalafalidade e a
concentracdo de receptores € elevada. Por ouinp éadl espécies menos susceptiveis como

algumas espécies dmopheles afinidade de ligacao é inferior.

2.5.3 Receptor da toxina Bin em culicideos

O receptor da toxina Bin e@. quinquefasciatug C. pipiensé umaa-glicosidase
(E.C. 3.2.1.20) de 60 kDa, ligada a membrana apioaépitélio intestinal através de uma
molécula de glicosil-fosfatidilinositol (GPI) (DARBUX et al.,, 2001; PAUCHET et al.,
2005; ROMAO et al., 2006; SILVA-FILHA et al1999). Asa-glicosidases desempenham
um importante papel fisiolégico na digestdo de agratos e sdo produzidas como proteinas
de membrana ou sollveis no intestino dos inset@dsRMEIRO et al., 2004; ERTHAL,;
SILVA; SAMUELS, 2007; SOUZA-NETO, et al., 2007). &&esponsaveis pela hidrolise de
ligacbesa-1-4 entre residuos de glicose, principalmente msadarideos e oligossacarideos,
importantes componentes da dieta de insetos, ei@uosatividade étima em uma faixa de pH
entre 5,0 e 6,5 (KRAZIKOV; KARELOV; FIRSOV, 2001ERRA; FERREIRA, 1994).

As a-glicosidases deCulex identificadas como receptores da toxina Bin foram
denominadas C. pipiensmaltase” 1 (Cpm1l) eC. quinquefasciatusnaltase” 1 (Cgml),
devido a sua homologia com as moléculas destaifadélenzimas depositadas no banco de
dados de proteinas (SILVA-FILHA et al1999). A sequéncia protéica deduzida dos
receptores Cgml e Cpm1l apresenta 580 aminoacidopartir da comparacdo com outras
sequéncias depositadas no banco de dados de psytpimdem ser encontradas maltases
ortélogas com alta homologia. As sequéncias desjpras ortdlogas d€. pipiens(Cpm1-
Culex pipiensmaltase 1) (AF222024), dae. aegypti(Aaml) (XP_001660909) e dan.
gambiae(Agm3) (EAA14808) apresentaram similaridades de 98, 88, eré&spectivamente
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(Fig. 5) (ROMAO et al.,2006). Recentemente demonstrou-se que uma profajnes
recombinante dA&n. gambiae capaz de ligar-se a toxina Bmvitro (OPOTA et al., 2008).

A sequUéncia completa do gengml, obtida deC. quinquefasciatysé composta de 1870
nucleotideos, uma regido codificante de 1743 pbpumeiro intron de 50 pb e um segundo
gue pode variar de 55 a 57 pb, e esta disponiveG@oBank sob o numero de acesso
DQ333335 (CHALEGRE, 2008; ROMAO et a2006).
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gi | 84621561| gb| ABC59609. 1| _Cgni GIKL
gi | 15667644| gb| AALO5443. 1| _Cpni alkL
gi | 159792926| gb| ABW98683. 1] _AgnB el
gi | 157126497| r ef | XP_001660909_Aanti alkL

gi | 84621561| gb| ABC59609. 1| _Cgni
gi | 15667644 gh| AAL05443. 1| _Cpni

gi | 159792926| gb| ABW98683. 1] _AgnB
gi | 157126497| ref | XP_001660909_Aanti

RVGLKS!
Ava k
A ak

Avalk

gi | 84621561 gh| ABC59609. 1| _Cqni

gi | 15667644 gh| AAL05443. 1| _Cpni

gi | 159792926| gh| ABVW®8683. 1| _AgnB
gi | 157126497| r ef | XP_001660909_Aanti

gi | 84621561| gb| ABC59609. 1| _Cgni
gi | 15667644| gb| AALO5443. 1| _Cpni

gi | 159792926] gb| ABW98683. 1] _AgnB
gi | 157126497| r ef | XP_001660909_Aanti

gi | 84621561 gh| ABC59609. 1| _Cqni T SKSKAENEYD | GKLTEGPYD ATVES
gi | 15667644 gh| AAL05443. 1| _Cpni T SKSKAENEYD | SKLTGPYD ATVES
gi | 159792926| gb| ABW98683. 1] _AgnB P SNYKAEDEYD | LQHD E MVEG
gi | 157126497| r ef | XP_001660909_Aantl T STLKAEDVIE | sSkvTllcPyD EI YRR - Es
gi | 84621561 gh| ABC59609. 1| _Cqni AAAINLEIGL LLAI MARYI F V
gi | 15667644 gh| AAL05443. 1| _Cpni AAAI NLEl GL LLAI MARYI F V

gi | 159792926| gb| ABVW9S683. 1] Agn8  ASWRLELI V ALLAAVEHLF -
gi | 157126497| ref | XP_001660909_Aanl  AAAI QLELSV VI ALI VKYFL V

Figura 5. Alinhamento mdltiplo no programa Clustal W da gamgia de aminoacidos do receptor da toxina BiBdocillus sphaericugm Culex quinquefasciatusom
sequéncias de proteinas ortélogas de outros déptero

Fonte: Romao, et al., 2006, modificado.

Nota: Estas sequéncias saoCGldex pipien§Cpm1l),Aedes aegypfiAaml) eAnopheles gambia@gm3). Os aminoacidos idénticos estdo marcadopreto e os similares
estdo mostrados em cinza. Quando necessario fosemdosgyapspara permitir um melhor alinhamento.
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2.5.4 Resisténcia deulexa toxina Bin

O estudo da resisténcia Gellexao Bsp mostrou que a falha na ligacdo da toxina ao
microvilli intestinal das larvas € o principal mecanismo ki, reforcando a importancia
desta etapa no modo de acéo do biolarvicida (NIEN-BEROUX et al., 2002; OLIVEIRA et
al., 2004). Quatro alelos dos gemgsmle cqmlque conferem resisténcia ao Bsp, descritos
em estudos previos, levam a producao de receptamefuncionais. Trés destes alelos levam
a producdo de proteinas truncadas e desprovida@maea GPI e, portanto, incapazes de
interagir com a toxina por ndo estarem disponimeigpitélio intestinal (DARBOUX et al.,
2002, 2007; ROMAO et al., 2006). Um quarto aleldifica uma proteina ligada & membrana
por uma ancora GPI, no entanto, esta € incapamaleske a toxina, possivelmente devido a
alteracdes no sitio de ligacdo a toxina ou modjéiea na estrutura protéica (DARBOUX et
al., 2007). A caracterizacdo destes alelos detéasisa demonstrou que algumas mutacgoes
podem levar a producéo de proteinas que nio podsaigifidade de ligar-se a toxina Bin. E
possivel que a refratariedade Ae. aegyptiao Bsp possa estar relacionada a diferenca na
sequéncia primaria de amino&cidos da proteina Aaundiferencas estruturais da proteina,
visto que néo ocorre ligagcdo da toxina ao epitatiestinal das larvas deste inseto.

2.5.50a-glicosidases ortdlogas ao receptor CqmlAates aegypti

A analise de sequéncias no GenBank mostrou quecnmapm alta homologia aquele
que codifica o receptor da toxina Bin &npipiens C. quinquefasciatug An. gambiaeesta
presente emde. aegyptiROMAO et al, 2006) A similaridade de 83% entre as seqiiéncias
das moléculas Aaml e Cgml, considerada bastantadele motivou a investigacdo dos
mecanismos moleculares que determinam a refrataldedoAe. aegyptiao Bsp. Além do
geneaamltambém foram detectados outros genes (XP_001656#85001649784), com
similaridades de 67 e 76% ao geogml respectivamente, e que codificam maltases
paralogas enf\e. aegypti A auséncia de ligagdo da toxina Binrairovilli intestinal deAe.
aegyptipode resultar da auséncia de expressdo doagn&nos insetos, da expressao desse

gene em outra fase do desenvolvimento que ndoeadedarvas, da expressao em niveis



Ligia M?Ferreira Analise da refratariedadefdoles aegypti 36

indetectaveis, da producdo de uma proteina desjaralé ancora GPI e, portanto, expressa
sob a forma soluvel, ou ainda de diferencas estistnas proteinas que sejam criticas para o
seu reconhecimento e ligagdo com a toxina Bin. Wotea possibilidade € que a proteina

Aaml seja expressa nas larvasAde aegyptiporém ndo possua a capacidade de interagir
com a toxina Bin, devido a diferengas na sequéproiaaria de aminoacidos ou de alteracdes

na conformacgédo da proteina Aam1l que impedirianteadgao.
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3 JUSTIFICATIVA

O Aedes aegypt o principal vetor do virus da dengue, doencardedg relevancia
para a saude publica que se tornou alvo de vaaamanhas de controle no pais. Essa
espécie pode ainda ser um importante vetor do daufebre amarela no ciclo urbano da
doenca. Devido as dificuldades enfrentadas no a@entle vetores, a implementacdo de
métodos de controle biologico é de grande impordpara minimizar os problemas gerados
pelo uso de inseticidas quimicos. O Bsp é um inaptet componente de formulagdes
comerciais de biolarvicidas e, embora as larva8eleaegyptsejam refratarias a toxina Bin,
dados prévios da nossa equipe demonstram quespsteiee possui um gene que codifica uma
molécula (Aam1) ortéloga ao receptor CgmlQieguinquefasciatu€ste achado demonstra
que a analise comparativa dasglicosidases Aaml e Cgml d&e. aegyptie C.
quinquefasciatusespécies refrataria e susceptivel, respectivaneonnstituem um modelo
impar para a compreensdo do modo de acdo da t&mae os conhecimentos obtidos
poderdo dar subsidios para o desenvolvimento deaté&gas moleculares para o

aperfeicoamento da toxina Bin.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Qual a base molecular do mecanismo que determis@atasde refratariedade do

Aedes aegypto biolarvicidaBacillus sphaericuz
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5 HIPOTESE

A auséncia de transcricdo do gamemlou da expressdo da proteina Aaml na fase
larvar, bem como a express@® uma proteina contendo modifica¢des estruturaiseéacao
a proteina Cgm1, podem determinar a refratariedadedes aegyptioBacillus sphaericus
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo geral

Identificar os fatores que determinam a refratagieddas larvas deedes aegyptho
Bacillus sphaericusa fim de gerar conhecimentos para a compreersawdo de acao deste

biolarvicida.

6.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a expressao da proteina Aaml nas fasesama ke adulto déie.

aegyptj em relacdo a expressao da proteina Cqn. dgiinquefasciatys

b) Comparar o perfil den-glicosidases expressas em larvas e adultodale

aegyptie C. quinquefasciatys

c) Avaliar se proteinas nativas doicrovilli intestinal deAe. aegyptitém a

capacidade de ligar-se a toxina Bin;

d) Produzir proteinas Aam1l e Cgm1l recombinantes éaavsabua capacidade de

ligacdo a toxina Bin.
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7 MATERIAL E METODOS

7.1 Procedimentos experimentais

Na primeira etapa dos procedimentos, larvas e @lule Aedesaegypti e Culex
quinquefasciatusoram utilizados na preparacdo de amostras pest@jae foram submetidas
a imunodeteccdo, com anticorpo anti-Cgml, e aagéi do perfil de-glicosidases. Em um
segundo momento, o geaamlfoi clonado e a expressao da proteina recombirianteita
em Escherichia colie em um lisado de reticulécitos de coelho, utilgtmo genegmlcomo
padrdo. As proteinas nativas e recombinantes fergametidas a ensaios de funcionalidade

para verificar a sua capacidade de interacao cxirza Bin (Figura 6).

Aamle Cgml nativas Aaml e Cgm1l recombinantes
[ Larvas e adultosJ [ RNA de larvas }
Extrato total e Fracoes RT-PCR e
demicrovilli intestinal Clonagem

' ' ' '

. Expressdo em| Expressao em
~ Perfil de L )
Imunodeteccéao . reticulocitos E. coli
a-glicosidase
: : Proteinas
Funcionalidade) «—

recombinantes

Figura 6. Principais etapas dos procedimentos experimengass @ avaliacdo dasglicosidases Aaml de
Aedes aegypt CqmldeCulex quinquefasciatusob as formas nativa e recombinante.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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7.2 Colbnias de insetos

Foram utilizadas amostras de larvas e adult@sedaegypte C. quinquefasciatysias
colénias RecL e CqSF, respectivamente, mantidasinsetario do Departamento de
Entomologia do CPgAM, sob as seguintes condict@esperatura de 26 + 1 °C, umidade
relativa de 70% e fotoperiodo de 12:12h (claro:eyclAs larvas foram mantidas em agua
declorada e alimentadas com racéo para gatos. {ltesafbram alimentados com solucéao de
sacarose a 10% e as fémeas também fizeram o regaagfoineo em ave&éllus gallug. As
amostras de larvas de. gambiaada linhagem G3, utilizadas neste estudo, sao prentes
do Centro de Producéo e Infeccao de Anofelinos (BE Instituto Pasteur (Paris), e foram

gentilmente cedidos pela Dra. Cathérine Bourgoumae Isabelle Thiery.

7.3 Andlise da expresséao da proteina Aam1l nativa

A finalidade desta etapa foi investigar a expreskiiproteina Aaml em amostras de
Ae. aegypti utilizando a proteina Cgml de. quinquefasciatugomo padrdo. Diferentes
amostras biolégicas foram utilizadas para avalia@expressao destas proteinas através de

imunodeteccéo com anticorpo anti-Cqm1l e do peefd-gjlicosidasesn gel

7.3.1 Preparacao de proteinas nativas

Para a andlise das proteinas nativas foram obtdasstras de extrato total de
proteinas de larvas e adultos, preparacdes ricasieravilli intestinal de larvas (BBMF) e
preparacdes de proteinas de BBMF solubilizadasafexCHAPS).
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7.3.1.1Extrato total de larvas e adultos

Para a obtencédo do extrato total de proteinasadaio 1° ao 4° estagio e adultos de
Ae. aegyptie C. quinquefasciatusoram macerados em 1l de tampdo PBS/Azida
(NaH,PO; 2.1 mM, NaHPQO, 14 mM, NaCl 150 mM, NaiN0.02%, pH 7.4), contendo 10
mM de fluoreto de fenilmetanilsulfonil (PMSF, Sigmeomo inibidor de proteases. As
amostras foram centrifugadas a 1.5§)0durante 2 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
coletado e utilizado imediatamente nos ensaiosnimadeteccdo e de atividade enzimatica.
A concentracdo de proteinas das amostras foi metsisegundo o método de Bradford,
utilizando uma curva de albumina sérica bovina (B&#mo padrdo (BRADFORD, 1976).

7.3.1.2Frac0es ricas em microvilli intestinal (BBMF) deVas

As preparactes de BBMF foram obtidas a partir deatado 4° estagio d&e. aegypti
An. gambiaee C. quinquefasciatuarmazenadas a — 80 °C, segundo Silva-Filha €1307).
Esta técnica baseia-se no isolamento de membrgnzEsaatravés da precipitacdo seletiva
das fracdes intestinais utilizando céations divasn{Md”’), seguida de centrifugacdo
diferencial. A dosagem de proteinas foi realizagl@acbrdo com o item anterior e a qualidade
das amostras de BBMF foi avaliada através da detagéio do enriquecimento da enzima
glicosidase (E.C. 3.2.1.20), comparando amostrasOdey de proteinas do extrato total de
larvas, obtido no inicio do processo, com amosteafracdo de microvilosidades, obtida ao
final da preparacdo. As amostras foram incubadasiranvolume final de 1 ml do tampéao
citrato de sodio-fosfato 100 mM, pH 6.5, contendon® do substrato p-nitrofend-D-
glicopiranosideo (Sigma) a 37 °C, durante 30 muth atividade a-glicosidase das
preparacdes foi avaliada através da variacdo darka#bscia a 405 nm, registrada por

espectrofotometria.
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7.3.1.3FracgOes de proteinas de BBMF solubilizadas (exg&@@&lAPS)

Nesta etapa, foram obtidas fracbes de proteinasiidmvilli intestinal das larvas,
solubilizadas com detergente CHAPS, segundo SilaFet al. (1999). As amostras de
BBMF foram centrifugadas a 100.0@) a 4 °C, durante 14 minutos e o sedimento foi
incubado com o tampdo TBSEA (Tris 19 mM, NaCl 15M,nEDTA 5 mM, pH 7.5)
contendo o detergente CHAPS na concentracao fmdl%, sob agitacdo lenta, durante 1
hora a 4 °C. Apés a solubilizacdo as preparacesnfaentrifugadas a 100.0@f) 4 °C,
durante 14 minutos. O sobrenadante (extrato-CHA&S)oletado e armazenado a — 70 °C
até a sua utilizacdo. A dosagem de proteinas pataiao rendimento da solubilizacdo dos
extratos e a atividade-glicosidase, para mostrar o enriquecimento dapapagdes em
proteinas de membranas apicais, antes e apoéshaligagéo, foi feita conforme descrito no
item 7.3.1.2.

7.3.2 Ensaios de imunodeteccdo com anticorpo aqmiiC

O objetivo desta etapa foi demonstrar, atravésdaeodetecgdo com o anticorpo anti-
Cgml, se as proteinas Aaml e Agm3 sdo expressadeenaegyptie An. gambiage
respectivamente, seja no extrato de proteinastdtainsetos, seja em preparacdes de BBMF.
As amostras foram submetidas a separacao elettiofo&DS-PAGE a 10% e as proteinas do
gel foram transferidas para uma membrana de nitiose ECI® (GE Healthcare) que foi
submetida a imunodetecca&/éstern-blgt A membrana foi bloqueada com leite desnatado a
5% em tampao TBS-T (Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, dem-20 0.2 %, pH 7,4) por 1 h a
temperatura ambiente (TA) e, em seguida, foi indalb@m o anticorpo primario anti-Cgm1l
(1:200) produzido em coelhos, durante 16 h a 4s&guido de uma incubacdo com um
anticorpo anti IgG de coelho (1:10.000) conjugage@xidase (Amersham). Entre cada uma
das incubacbes foram realizadas lavagens da memlramo o tampao TBS-T e a
imunodeteccdo foi realizada por quimioluminescénaidglizando o sistema de deteccéo
ECL® (GE Healthcare). O anticorpo anti-Cgml reconheedadma especifica o receptor

Cgm1 em extratos totaisneicrovilli intestinal de larvas dé. quinquefasciatu(ROMAO et
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al., 2006). Ensaios preliminares demonstraram cgte anticorpo € capaz de reconhecer
maltases ortélogas de outros dipteros. O anticpgtiolonal foi produzido no Laboratério de
Entomologia do CPgAM e submetido ao procedimentoirdenoadsorcdo (MINSHAL;
STANDARD, 2004), com a finalidade de melhorar a sspecificidade.

7.3.3 Perfil den-glicosidases em gel

Os ensaios de atividade enzimética em gel permdewmsualizacdo do perfitx-
glicosidases produzidas nas fases pré-imaginal dtaadlos insetos. O perfil d€.
guinquefasciatuspreviamente descrito em Romao et (&006), apresenta quatro bandas
cataliticas reprodutiveis, dentre elagy-glicosidase Cgml, que migra com peso molecular
aparente de 83 kDa, sob condi¢cdes semi-desnatsirahtpartir dessa analise, foi possivel
estabelecer um padrdao comparativo das amostrafedeaegyptie An. gambiaee C.
quinquefasciatus Nesses ensaios, foram utilizadas amostras deitextotal e BBMF
solubilizadas em tampdo de Laemmli 2X (LAEMMLI, 197 sem o agente redutor 2-
mercaptoetanol e sem aquecimento. As amostrasqaet@ 5ug) foram submetidas a SDS-
PAGE 8% a 4 °C e, ap0s a migracéo eletroforétiaggeldoi equilibrado trés vezes em uma
solugcdo aquosa de Triton X-100 a 2.5 % por 10 msu& TA. Em seguida, o gel foi
incubado em tampé&o citrato de sodio-fostato 100 phiV6.5 contendo 2 mM do substrato 4-
metilumbeliferil a-D-glicosideo (SIGMA), por 20 minutos a uma tempena de 37 °C, sob
agitacao leve. A visualizacdo do perfil de bandasliticas dasi-glicosidases foi feita em

transiluminador de luz ultravioleta (UV).

7.4 Clonagem e expressao das maltases Aaml e Cgml

As proteinas Aaml e Cgml foram produzidas sob edorecombinante para
investigar a sua capacidade de ligacdo a toxina Bama tal, os genesmml cgmlforam
amplificados e clonados em vetores plasmidiais xjgessdo.0s clones obtidos foram

submetidos, quando necessério, a reagfes de mesagsitio-dirigida na sua sequéncia para
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otimizacdo do nivel de expressao protéica. As praserecombinantes Aaml e Cgml foram
produzidas através de dois sistemas: um procannii@zando células dé. coli, e outro

eucarioto, que utiliza reticulocitos de coelho pateaducao protéica.

7.4.1 Extracao de RNA, RT-PCR e PCR do gemral

Para a obtencdo do RNA necessério a producao dé adoNyeneaamlfoi utilizado
um pool de 40 larvas ou adultos dee. aegyptie a extragcdo do RNA total foi realizada
segundo Roméo et al. (2006). O RNA total obtidoorificado com fenol-cloroférmio e
quantificado por espectrofotometria a 260 e 280 Amreacdes de transcricdo reversa (RT-
PCR), para a obtencdo do cDNA, foram realizadabzarido o primer oligo DT
(Invitrogen), que possui a capacidade de anelaudacpoli-A de todos 0s mMRNAS expressos
presentes na amostra de RNA total extraido. Paaresm¢éo foram utilizados 8 do RNA
total obtido, 7,5 U de transcriptase reversa AM{GIBCO) e 2uM do primer Oligo DT,
além de cada um dos rNTRErante 1 h a 37 °C, segundo informag¢8es do fatidca

A partir do cDNA obtido na etapa anterior, as reascde PCR foram realizadas
segundo Romao et al. (2006), utilizam@tamersespecificos para o gea@aml1(NENE et al.
2007) disponivel no GenBank. As amostras foram #icgddas em um termociclador

BIOMETRA® programado para as seguintes condi¢des: uma eétagasnaturacio a 94 °C
por 3 min, seguida de 35 ciclos a 94 °C por 5058§C por 50 seg, 72 °C por 120 seg e uma
etapa final de 72 °C por 10 min. As amostras amatibs foram analisadas em eletroforese
em gel de agarose 1% em tampdo TBE (Tris 89 mMlodobrico 8.9 mM, EDTA 2 mM)

0.5X, corado com brometo de etideo e visualizadaenransiluminador de luz UV.

7.4.2 Clonagem e sequenciamento do gemel

Os produtos de amplificacdo do geaaml obtidos nas reacdes de PCR foram
purificados com o kit GFX DNA and Gel Band Purifica® (GE Healthcare)Em seguida,

os fragmentos foram inseridos no vetor plasmid@EN®-T Easy (Promega), segundo as
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instrucbes do fabricante. Os plasmideos recomt#sardbtidos foram utilizados na
transformacao de células Hecolicepa DH10B eletrocompetentes, segundo as inssue
fabricante. ApGs o crescimento bacteriano, foraitagegreparacées de DNA plasmidial pelo
método de lise alcalina, de acordo com Ausbel .ef1892), para a obtencdo dos clones de
interesse. As preparacbes de DNA plasmidial foragerlas com as endonucleases de
restricdoPg | e Hind 11l a 37 °C e os fragmentos liberados foram mados e subclonados

nos vetores plasmidiais de expressdo pRSENovagem) 2GEM3zf+® (Promega), para a

expressao protéica ek coli ou em lisado de reticuldcitos de coelho, respecterste Os

plasmideos contendo o fragmento dos gemesnl e cgml foram enviados para
sequenciamento automatico no ABI Prism 3100 Gerfstialyzer (Applied Biosytems) do
Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas (NPT) do CPqAM.“contigs foram montados no
programa SeqMan (DNAStar), a partir dos eletrofaaogs obtidos nas reacdes de
sequenciamento e as sequéncias foram editadas ograma EditSeq (DNAStar). A
identidade dos fragmentos foi confirmada pela coag@o das sequéncias obtidas com
aguelas disponiveis no GenBank, através da fertani®bASTp doNational Center for
Biotechnology Information(NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov). As construcbes pladiais
contendo o genegm1 utilizadas neste estudo, foram obtidas previam@R@WAO et al.,
2006).

7.4.3 Expressao e purificacdo de proteinageamnerichia coli

Os plasmideos pRSETc contendo os geasl ou cgml foram utilizados para a
transformacao de células competentegdeoli cepa BL21star, a fim de obter a expressao
das respectivas proteinas. Apos a transformacaog¢las foram plaqueadas em meio de
cultura Luria-Bertani (LB) suplementado com amjeil (100ug/ml). Uma colbnia da placa
foi selecionada para a sua propagacdo em meiodLBdb e a expressdo das proteinas foi
induzida pela adicdo de isopropiltiogalactosidd®T@), segundo Roméo et al. (2006).
Aliquotas da cultura, antes e ap06s a indugdo ctdRTG, foram centrifugadas a 5.0§@or
10 min a 4 C e o sedimento foi solubilizado em tampéao de lmkr2X (LAEMMLI, 1970).
Para a avaliacdo da expressao das proteinas, atrasnoram submetidas a eletroforese em

SDS-PAGE a 10% e o gel foi corado com azul de Cssiea
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Para a obtenc¢do das proteinas recombinantes soima $olUvel e posterior utilizacéo
em ensaios de ligacdo, o sedimento obtido dasrasltontendo as células foi dissolvido em
tampao PBS (NajPO, 2.1 mM, NaHPO, 14 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4), e as células
foram lisadas em um sonicadddltfasonic Homogenizer Cole Parmé), através de 6
pulsos de 30 s, um intervalo de 1 minuto entreutsog e com uma amplitude de 50. Apés a
lise, a amostra foi acrescida de Triton X-100 a€léentrifugada a 5.0@Ppor 10 min a 4 C.

O sobrenadante obtido foi utilizado na purificagé&otéica, através de cromatografia de
afinidade, utilizando a resina de agarose Ni-N{@iagen), que possui afinidade pela cauda
de poli-histidinas presentes na extremidade N-temdas proteinas recombinantes. A
eluicdo da proteina recombinante ligada a resinteita com tampao de lavagem @N&O,

50 mM, NaCl 300 mM, glicerol a 10%, pH 6.0) contendoncentragdes crescentes de
imidazol (0.02 a 1 M), conforme Roméao et al. (2008jnostras de cada eluato foram
submetidas a SDS-PAGE a 10% para avaliar a qualidadpurificacdo, conforme descrito
anteriormente. A capacidade de ligacdo das praehaal e Cgml, obtidas nessa etapa, a

toxina Bin foi avaliada através dos ensaios dadsde descritos no item 7.5.

7.4.4 Mutagénese sitio-dirigida

O procedimento de mutagénese sitio-dirigida falizado para promover um aumento
no nivel de expressdo das proteinas Aaml e Cgmdmbecantes, produzidas em
reticuldcitos de coelho. Foram inseridas mutac@sayiéncia de Kozak dos geaesle
cgml para torna-la mais proxima da seqiéncia consdfsta. sequéncia consiste de seis
nucleotideos localizados antes do codon ATG deiagiéo da traducdo, e do primeiro
nucleotideo localizado imediatamente apds este rcaam seqiéncia do gene, sendo
responsavel pelo melhor reconhecimento do pronpetr ribossomo durante a tradugéo. O
procedimento foi realizado de acordo com o prowmam Kit de mutagénese sitio-dirigida
QuikChang® (Stratagene), segundo instru¢cbes do fabricante.fr@gmentos génicos
contidos no vetor plasmidial pGEM3Zf+, obtidos rapa anterior, foram submetidos a
amplificacdo com a enzim@fu turbo DNA polimerase, utilizandprimers de mutagénese
especificos para a regido de interesse. Apos aifaragdio, a eficacia do procedimento foi
avaliada através de analise de sequUéncias confoes®ito no item 7.4.2. Os plasmideos
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contendo as mutagBes foram utilizados para a esdweslas proteinas recombinantes
mutagenizadas por transcricao e tradugaadtro em lisado de reticuldcitos de coelho.

7.4.5 Transcrigao e traducamovitro

A reacdo de transcricda vitro para a producdo do mRNA das proteinas Aaml e
Cgml, foi realizada a partir dos respectivos geregidos no vetor pGEM3Zf+. O DNA
plasmidial foi digerido com a enzima de restri¢éind Ill e o0 DNA linearizado foi utilizado
como molde para a producdo do mRNA. A reacao fdizada utilizando a enzima T7 RNA
polimerase (Promega), NTPs (100 mM), tampédo destrécdo (Tris-HCI 200mM, MgGl
30mM, espermidina 10mM, NaCl 50mM o nucleotideo 7-metilguanosina (CAP 10 mM),
que confere maior estabilidade ao mRNA na célula.infubacdo foi feita em um
termociclador BIOMETRA, durante 90 minutos a 37C e os mRNAs obtidos foram
submetidos a extracdo com fenol-cloroférmio e aadibs por eletroforese em gel de agarose
1%, corado com brometo de etidio, e visualizadasmniransiluminador de luz UV.

Os mRNAs obtidos foram utilizados no procedimergo ttaducéan vitro, em um
sistema que utiliza um lisado de reticulécitos @ellto Rabbit Reticulocyte Lysdte
Promega), na presenca de todos os aminoacidogpexaretionina, T7 RNA polimerase e
metionina marcada con?S que permite a deteccdo das proteinas traduzidas p
autoradiografia. Foram utilizados nas reacdes 2,5laulisado de reticulocitos, 2 ul de
metionina marcada cof’S, 2 pl de unpool aminoé&cidos livre de metionina e 10 pl do
MRNA diluido 1:10 em &gua tratada com dimetil parbonato (DEPC). A reacéo foi
realizada em um termociclador BIOMETRAa uma temperatura de 3C, durante 90
minutos. Apos a traducdo, uma aliquota de 5 pladia @amostra foi acrescida de tampéo de
amostra de Laemmli 2X (LAEMMLI, 1970) e submetid&latroforese SDS-PAGE a 10%.
Apoés a migracao, o gel foi corado com azul de Caieas submetido a um processo de
secagem a 63C durante 1 h. Para a visualizacdo das proteimadijlme autoradiografico
HiperfilmO (Amershan) foi exposto ao gel durante 12 h a TAne,seguida, revelado para a

deteccéo das proteinas marcadas £&m
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7.5Ensaios de ligagdo com a toxina Bin

A finalidade desta etapa foi investigar se as mateAaml e Cgm1l nativas presentes
em extratos-CHAPS, ou as respectivas proteinasnf@oantes, tém capacidade de ligar-se a
toxina Bin. Os ensaios consistem na incubac¢ao adsipas em questdo com a toxina Bin ou
a subunidade BinB da toxina, imobilizadas em unodepsolido e em seguida as amostras
sdo submetidas a imunodeteccdo. Dois sistemans@@os de afinidade foram usados para

avaliar a interacdo, conforme descrito a seguir.

7.5.1. Ensaios de afinidade

Os ensaios de afinidade possuem a finalidade dikamlwa capacidade de ligacao
especifica das proteinas nativas ou recombinantesirza Bin, imobilizada covalentemente
em microesferas CNBr-activated SepharasdB (Amersham). A toxina Bin utilizada nestes
ensaios é recombinante e foi produzida em cult@@sB. thuringiensiscepa 4Q-82
transformada com o plamideo pGSP10, contendo o @emeodifica a toxina Bin. A toxina
foi produzida sob a forma ativa e armazenada®€,4segundo Nielsen-LeRoux e Charles
(1992). Os ensaios de afinidade foram conduzidgsrsk Silva-Filha et al. (1999), a partir
da incubacéo entre a toxina Bin imobilizada sobresia de sefarose, esferas-Bin (B0 e
os extratos-CHAPS (20g de proteinas) ou as proteinas recombinantgg)(3m um volume
final de 100ul em tampédo PBS/Azida 0.02%, pH 7.4, durante 2IA3As incubacdes foram
feitas na auséncia ou na presenca de um excedsaina Bin livre (40ug), utilizada como
competidor. Apés a incubagéo, as esferas-Bin faemuaperadas por centrifugacdo a 20.000
g, 4 °C, por 15 minutos, solubilizadas em tampad.a@emmli 2X (LAEMMLI, 1970) e
submetidas a SDS-PAGE 10%. As proteinas do gainforansferidas para uma membrana de

nitrocelulose, que foi submetida a imunodetecc@nfarme descrito no item 7.3.2.



Ligia M?Ferreira Analise da refratariedadefdmles aegypti 51

7.5.2 Ensaios deull-down

Os ensaios de afinidade do tippufl-down” possuem a finalidade de avaliar a
capacidade de ligacdo especifica das proteinagasaiu recombinantes a subunidade BinB
imobilizada em resina glutationa sefaros€ 48S) (Amersham), e foram realizados segundo
Dhalia et al. (2005). A subunidade BinB recombieaftti produzida, fusionada a proteina
glutationa S-transferase, em células He coli conforme o item 7.4.4, para posterior
imobilizacdo na resina GS. Para a realizacdo dai@n$Opul da toxina BinB imobilizada
sobre a resina GS (Bin-GS) foi incubada com osatogfCHAPS (2Qug de proteinas) ou
com as proteinas recombinantequf) a 4 °C, durante 2 h, sob agitacdo, em um volimaé
de 200ul de tampéao BB3 (KCI 100 mM, Mgell mM, HEPES 50 mM, NP40 0,2%, glicerol
5%). Para avaliar a especificidade da ligacdo, wgates-CHAPS ou as proteinas
recombinantes foram incubados com a proteina gluttS-transferase (GST), imobilizada
sobre a resina (GST-GS). ApOs a incubacgdo, as eamofiram centrifugadas a 1.5Q0
durante 2 min a 4 °C. O sedimento de resina oltidsolubilizado com tampao Laemmli 2X
(LAEMMLI, 1970) e as amostras foram submetidas gragdo em SDS-PAGE 10%. As
proteinas do gel foram transferidas para uma meamalda nitrocelulose, que foi submetida a
imunodetecc¢do, conforme descrito no item 7.3.2pAxgeinas recombinantésnEIF4Al e
LMEIFG3, oriundas deeismaniae cedidas pelo Departamento de Microbiologia dgA\P,

foram utilizadas como controle positivo de ligag@s ensaios (DHALIA, et al., 2005).

7.6 Influéncia da conformacéao protéica na capacidadde ligacdo a toxina Bin

O objetivo desta etapa foi avaliar se o0 tratametds proteinas nativas com
aquecimento e adicdo do agente redfitorercaptoetanol poderiam afetar a estrutura ptéic
e influenciar na ligacdo a toxina Bin. Os extra@4APS obtidos na etapa 7.3.1.3 foram
submetidos ao tratamento desnaturante utilizandecagento a 100 °C e adicao de tampéo
Laemmli sem corante e glicerol, além de variacOestammperatura. As amostras foram
submetidas aos seguintes tratamentos: aquecimetb,®5 e 100 °C durante cinco minutos

ou tratamento com tampao de Laemmli 2X e aquecimart00 °C. Apés o tratamento, as
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amostras foram avaliadas quanto a capacidade agibtiga toxina Bin, através de ensaios de
pull downconforme descrito no item 7.5.2.
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8 RESULTADOS

8.1 Avaliacdo de proteinas nativas

Na primeira etapa do trabalho a expressdo dasipast Aam1l e Cgml nativas, em
extrato total de larvas e adultos e amostras de BB&Re. aegypte C. quinquefasciatydoi
analisada através de imunodetec¢cdo com anticorfpecaml e do perfil dex-glicosidases
nas amostras. Em seguida, foi feita a avaliacdcagacidade de interacdo das proteinas de

BBMF com a toxina Bin, através de ensaios de aditéd

8.1.1 Imunodeteccéo de proteinas com anticorpeCatil

A avaliagdo da expressdo da proteina AamlAem aegyptifoi feita através de
imunodeteccdo com o anticorpo anti-Cgm1l em extiatass de larvas e adultos. Foi possivel
observar uma banda de cerca de 70 kDa, que € sapFestodos o0s estagios larvais (Figura
7A, seta longa), bem como em adultos, embora anserasidade nestas amostras tenha sido
considerada mais reduzida (Figura 7A, seta cuEa). amostras d€. quinquefasciatus,
utilizadas como referéncia, foi observada uma basaia cerca de 60 kDa em todos os
estadios larvais, que correspondente ao receptodgigura 7B, seta longa). Em adultos foi
possivel visualizar uma banda similar, mas com tdnmaliscretamente superior a 60 kDa
(Figura 7B, seta curta). Devido a complexidade mgefnas presentes em extratos totais, 0
anticorpo anti-Cgml, embora imunoadsorvido, aptesemim padrédo de reconhecimento
inespecifico de outras proteinas ou de formas dades das proteinas sob estudo. Os dados
indicam gque as maltases Aaml e Cgml sdo express&szdas as fases do ciclo de vida de
Ae. aegypte C. quinquefasciatygespectivamente.
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Figura 7. Perfil de imunodetecgéo deglicosidases em extratos totais de larvas e agldiéedes aegypti
(A) e Culex quinquefasciatu®) com anticorpo anti-Cgm1.

Nota:L1, L2, L3 e L4. Quatro estadios larvaidl. Adulto machoF. Adulto fémeaCq. Extrato total adulto
deCulex quinquefasciatu®M. Peso molecular em kDa.

A deteccao imunoldgica dasglicosidases presentes em preparacdes de BBM¥ede
aegyptimostrou a expressdo de uma molécula semelhantecaptor Cgml1 nanicrovilli
intestinal de larvas, com alta especificidade (Fig8A, Ae). Esta molécula apresenta massa
molecular discretamente superior e é expressa ggisnsemelhantes a molécula Cgmil,
detectada em amostras de BBMF @elex (Figura 8A). Em amostras dén. gambiaeo
anticorpo anti-Cgml também reconheceu uma molé&rilmassa molecular similar porém,
em comparagao com amostras@ejuinquefasciatusu deAe aegyptj a sua expresséo foi
considerada bastante reduzida, em vista da coacéotrde proteinas necesséaria para a sua
deteccédo (2%ug) (Figura 8B, Ag). Os dados obtidos nesta ang@lede anticorpo anti-Cgml,
revela que a maltase ortéloga ao receptor CqmCuliex € expressa nmicrovilli intestinal
das larvas dée aegyptiem quantidade equivalente a observadaeiex,enquanto que em
An. gambiaegue éuma espécie suscetivel ao Bsp, a intensidade déculalreconhecida
pelo antiCgm1 foi menor. A imunodetec¢cdo tambénficoa que a proteina detectada em
BBMF de Ae. aegyptpossui um peso molecular superian-glicosidase Cgm1, e corrobora

os dados obtidos em amostras de extratos totais.
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Figura 8. Imunodeteccade proteinas dmicrovili intestinal de larvas com o anticorpo anti-Cgm1.
Nota: A. Curva decrescente de amostras de proteinas (ZDugRde Culex quinquefasciatu€Cq) eAedes

aegypti(Ae). B. Amostras de proteinas @ quinquefasciatu€Cq, 2,5ug) e Anopheles gambia@g, 25ug).
PM. Peso molecular em kDa.

8.1.2 Perfil den-glicosidases

Os ensaios enzimaticos em gel apresentam o pedHglicosidases expressas durante
o desenvolvimento dos insetos. Dados prévios nmrastrajue o perfil de larvas de quarto
estadio deC. quinquefasciatué composto por quatro bandas de clivagemoegéicosidase
Cgml migra com tamanho aparente de 83 kDa, emofletse sob condi¢cdes semi-
desnaturantes (ROMAO et al., 2006). Os resultadiglas neste estudo revelaram que o
padrdo dea-glicosidases é similar em amostras dos quatrodiestalarvais deC.
quinquefasciatugFigura 9A, seta). Para os adultos o perfil tami#&énomposto por quatro
bandas cataliticas, no entanto, o padrdo de migidifére daquele observado nas amostras de
larvas (Figura 9A, M e F). Por outro lado, o pezfih extratos totais de larvas Ale. aegypté
composto por duas bandas cataliticas, uma delagasoanho semelhante ao receptor Cgm1l
(Figura 9B, seta). Na analise de adultosAde aegypti verificou-se que o padrao difere
daquele observado nas larvas e, apesar de poswrnsidade reduzida, foram visualizadas

trés e duas bandas para machos e fémeas, respestiea(Figura 9B, M e F).
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Figura 9. Perfil da atividadex-glicosidase em gel de amostras de extrato totdrdtas e adultos déulex
quinquefasciatugA) e Aedes aegyp(B).

Nota: L1, L2, L3 e L4. Quatro estadios larvaid!. Adulto machoF. Adulto fémeaPM. Peso molecular
em kDa.

O perfil de a-glicosidases em amostras de BBMF foi mais elusidag, emAe.
aegyptj foram detectadas quatro bandas cataliticas ediferdo observado em extrato total de
larvas, e uma delas apresenta tamanho semelhamtgedna Cqm1l d€ulex (Figura 10A,
painel a esquerda, seta). Ap6s a deteccdo enzanaiicgel foi submetido a deteccéo
imunoldgica e verificou-se que anticorpo anti-Cgradéonhece uma-glicosidase com peso
molecular discretamente inferior a Cqml nas am®steaBBMF deAe. Aegyptio que pode
estar relacionado as condi¢cdes semidesnaturantesgdacao (Figura 10A, painel a direita,
seta). Em amostras de BBMF da. gambiaguma molécula com tamanho similar a Cgml
foi identificada, no entanto, ndo foi possivel ¢onér a sua similaridade com a Cqmil,
devido as dificuldades encontradas na imunodetetesta molécula (Figura 10B, seta). Estes
resultados demonstram que umndalicosidase ortdloga ao receptor Cgml, possivelenan
Aaml, é expressa sob a forma de proteina de meml@amigra com peso molecular

discretamente inferior @-glicosidase Cqm1.
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Figura 10. Perfil da atividadax-glicosidase em gel de frac6esmerovili intestinal de larvas de culicideos.
Nota: A. Amostrasde C. quinquefasciatugCq) eAedes aegyptiAe) (esquerda). As proteinas do gel A foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulosgbmetidas & imunodetec¢do com anticorpo anti-Cgml
(direita).B. Amostras deC. quinquefasciatugCq) eAn. gambiagAg). PM. Peso molecular em kDa.

8.1.3 Interacdo de proteinas nativas com a toxina B

A andlise precedente revelou que em BBMF Ak aegyptiha uma proteina
reconhecida pelo anticorpo anti-Cgml, expressa eantglade semelhante ao receptor
Cgml. Esse achado apontou a necessidade de avalpacidade de ligacdo desta proteina a
toxina Bin, através de ensaios de afinidade. Nwmies de afinidade observou-se que a
proteina Cgml nativa, presente nos extratos-CHABSCulex ligou-se a toxina Bin
imobilizada em resina de sefarose e foi visualizada banda com cerca de 60 kDa, quando a
incubacao foi feita na auséncia de competidor f@duaA, Cq -). A especificidade da ligacao
foi determinada pela auséncia de interacdo em amsogtie continham um excesso de toxina
Bin, utilizada como competidor na incubacao (Figli#d, Cq +). Por outro lado, o extrato-
CHAPS contendo a proteina Aaml nativa quando irdmkianto na auséncia quanto na
presenca do competidor, ndo foi capaz de se ligaxiaa Bin (Figura 11A, Ae -). Apesar da
sua similaridade com a proteina Cgm1 e abundaasiamostras de BBMF, a proteina Aam1
ndo tem habilidade de ligar-se a toxina Bin.

A avaliacéo da interacdo de proteinas com a tdBindoi ainda realizada através de
ensaios de afinidad@yll dowr, nos quais a subunidade BinB foi imobilizada @sirra de
glutationa sefarose (GS). Neste ensaio, a protegmal também foi capaz de se ligar a toxina

Bin (Figura 11B, Cq 2) e a ligacéo foi especifipais a banda de 60 kDa nao foi observada
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guando o extrato foi incubado com a glutationaaBsferase (GST) imobilizada na resina GS,
ao invés da subunidade BinB (Figura 11B, Cq 1).nMdoao ensaio foi realizado entre o
extrato-CHAPS dé\e. aegyptie a subunidade BinB da toxina, ndo foi visualizadahuma

banda correspondente a interacéo (Figura 11B, AdeXprma semelhante ao ensaio anterior.
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Figura 11. Ensaio de afinidade entre os extratos de protedeasicrovili intestinal solubilizadas d€ulex
qguinquefasciatugCq) e Aedes aegypt{Ae) e a toxina Bin ddacillus sphaericusimobilizada em suporte
sélido, seguido de imunodeteccao com anticorpeGaunl.

Nota: A. Ensaio entre 0s extratos e a resina Bin-sefaraggresenca (+) e na auséncia (-) da toxina Bie,livr
usada como competiddB. Ensaio entre os extratos e a resina Bin-@#l down. 1. Incubacdo com glutationa
S-transferase2. Incubagdo com o componente BinB da toxina Hiwrt. Amostras delQug de proteinas de
extratos-CHAPS, sem incubacéo.

8.2 Avaliagdo de proteinas recombinantes

Na segunda etapa do trabalho, as proteinas Aafdmel foram produzidas sob a
forma recombinante er&. coli e em lisado de reticulécitos de coelho, para avaligua
capacidade de ligagcdo a toxina Bin através de @nsai afinidade.
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8.2.1 Clonagem do germaml

Os dados das etapas anteriores apontaram queteeprtbsente nmicrovilli intestinal
das larvas dée. aegyptia proteina Aam1 nao é capaz de ligar-se a tdimao que levou a
obtencdo de proteinas recombinantes para uma mallatincdo destas moléculas. Apos a
realizacdo das reacfes de RT-PCR, foi obtido o cDNAeneaamle as reacdes de PCR a
partir deste levaram a amplificacdo de um fragmegéico com tamanho aproximado de
1.800 pares de bases (pb) (Figura 4@mJ). Apdés a clonagem do fragmento no vetor
PGEM®T- easy e digestdo dos plasmideos com as enzimaestiécio utilizadas na
clonagem, foi obtido um fragmento génico com tamsamcbrrespondente ao fragmento
amplificado por PCR (dados ndo apresentados). &snitieos contendo o geogmlforam
cedidos por Romao et al. (2006) e utilizados coarrgo. A andlise de seqliéncias confirmou
a identidade do fragmento, que se tratava do gengl de interesse. Nesta etapa também
foram desenhadoprimers para duasi-glicosidases paralogas a Aaml, presentesAem
aegypti Foi possivel detectar a presenca do mRNA qudicadaisa-glicosidases através de
reacbes de RT-PCR, que revelaram que tais prote@aexpressas somente na fase adulta
dos insetos (Figura 12, P1 e P2). Estas proteiossupm expressao estagio-especifica, pois
nao estao presentes nas larvas, ao contrario doagues com a maltase Aaml, expressa em

todas as fases do ciclo de desenvolvimento (da@ospresentados).

PM aaml P1 Pz

200(
165(C

Figura 12. Separacéo eletroforética dos fragmentos de genescqdificam a proteina Aaml e suas
respectivas proteinas paralogas, amplificados emses de RT-PCR, a partir do mRNAAkdes aegypti
Nota:aaml cDNA que codifica a proteina AamR1. cDNA que codifica a proteina paralogaP2. cDNA
gue codifica a proteina paralogaPM. Marcador de peso molecular em pares de basesleGajarose a 1%
visualizado em um transiluminador de luz ultraviale
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8.2.2 Expressdao das proteinas Aaml e Cqml recontbsank. coli

Para a producdo das proteinas recombinantesEengoli foram utilizados os
fragmentos génicos clonados no vetor pRSETrie codificam proteinas truncadas de 45
kDa, que correspondem a porcado N-terminal das ipageAaml e CgmlAs proteinas
recombinantes foram obtidas em quantidades sufésepara a utilizacdo nos ensaios de
ligacdo e foram produzidas fusionadas a uma caadaolithistidinas, para purificacdo por
cromatografia de afinidade, utilizando-se a resiaaniquel Ni-NTA agarose (Qiagen). As
proteinas Cqml e Aaml produzidas obtidas migra@mpmeso molecular aproximado de 45
kDa em SDS-PAGE (dados néo apresentados).

8.2.3 Avaliacdo das proteinas Aam1 e Cqml prodezdzE. coli

A proteina Cgm1 recombinante produzida nessensistie expressao foi capaz de se
ligar as esferas-Bin na auséncia de competidotigagdo foi visualizada pela presenca de
uma banda de 45 kDa apds a imunodeteccdo com matiemti-Cqm1 (Figura 13, Cq -).
Quando a incubacéo foi feita na presenca de tdindivre, utilizada como competidor, a
intensidade da banda foi fortemente reduzida (BiglB, Cq +). A avaliacdo da proteina
Aaml recombinante mostrou uma ligacdo com as eskirg de forma similar & interacdo
observada para a Cgml (Figura 13, Ae -). No entamtespecificidade da ligacdo das
proteinas Aaml e Cgml recombinantes a toxina B foé comprovada, pois quando
utilizada a proteina recombinantenEIF4A1 de Leishmania observou-se que a mesma
também ligou-se a toxina Bin (dados ndo apresesjatRor essa razdo a interacdo destas
proteinas recombinantes foi considerada de natimegpecifica.
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Figura 13. Ensaio de afinidade entre as proteinas recombmakdenl deAedes aegyptt Cqml deCulex
quinquefasciatuse a toxina Bin doBacillus sphaericusimobilizada em resina de sefarose, seguido de
imunodeteccdo com anticorpo anti-Cqgm1.

Nota: Ensaio realizado na presenca (+) e na awsénada toxina Bin livre usada como competideivl. Peso
molecular em kDa.

8.2.4 Expresséao das proteinas Aam1 e Cgml em lg&adeticulécitos de coelho

A transcricdo e traducé@o em lisado de reticul&aite coelho foi realizada a partir dos
genesaaml e cgml que tiveram as suas sequéncias de “Kozak” madifis através de
mutagénese sitio-dirigida, com a finalidade de oralha expressdo das proteinas nesse
sistema. No processo de transcrigéwitro, o0s mMRNAs produzidos a partir dos geaasle
cgqmlforam obtidos em quantidades consideraveis e ammirdegridade mantida para a
producéio das proteinas recombinantes radiomarcatasS®. No procedimento de tradug&o
in vitro as proteinas recombinantes Aafi@-e Cqm1*Sforam produzidas e analisadas em
SDS-PAGE. A proteina CqnttS migrou com peso molecular aproximado de 65 kDa,
enquanto que a ortéloga Aants apresentou um peso molecular aparente proxime0de
kDa (Figura 14).
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Aaml Cgml
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Figura 14. Separacdo eletroforética em SDS-PAGE 10% de ippsteAam1®*S e Cqm1¥s de Aedes
aegyptie Culex quinquefasciatusespectivamente, produzidas através de tradmcéicro em reticuldcitos
de coelho e visualizadas por autoradiografia.

Nota: PM. Marcador de peso molecular em kDa.

8.2.5 Avaliacdo das proteinas Aam1 e Cqml prodezdalisado de reticuldcitos de coelho

Nesta etapa, foi utilizado um sistema de express@arioto para a producdo das
proteinas Aaml e Cgm1l. As proteinas recombinantef@m submetidas a ensaiospidl
down para avaliacdo da capacidade de interacdo coxiratBin. As proteinas Aam¥S e
Cgm13*S foram incubadas com a subunidade BinB da toxiebilizada na resina GS, ou
com a proteina GST imobilizada nesta resina, quetiiizada como controle negativo do
ensaio. Nas incubacdes entre as proteinas Aagnke CgmI¥*S e a subunidade BinB
imobilizada, a ligagdo nao foi observada (FiguraA&aml, 2 e Cgml, 2) e nenhuma banda
foi visualizada na autoradiografia. A protelbmEIFG3->°S de Leishmania obtida sob as
mesmas condi¢cdes e utilizada como controle posiivoensaio, foi capaz de ligar-se a
proteinaLmEIF4A1 imobilizada na resina, o que foi demonstrpéla presenca de uma banda
com tamanho de 70 kDa (Figura 15, G3, 3). Nesse eamteracao observada foi especifica,
pois quando a proteina G3 foi incubada com a GSbilmada sobre a resina, hdo ocorreu
ligacdo (Figura 15, G3, 1). A auséncia de ligacas proteinas Aaml e Cgml a toxina Bin
sugere que o sistema de expressao utilizado ndcaefz de realizar os processamentos pos-
traducionais necessarios a funcionalidade destdsipas.



Ligia M?Ferreira Analise da refratariedadefdmles aegypti 63

Cgml Aaml LmEIFG3
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Figura 15. Ensaio de pull down entre as proteinas CqritieAam1-$° e a subunidade BinBla toxina e

entre as proteindsnEIFG3-S°e LmEIF4A1 deLeishmaniasp., visualizados por autoradiografia.

Nota: T. Proteinas®™S traduzidas sem incubacéb. Proteina incubada com glutationa S-transfer&se.
Proteina incubada com a subunidade BinB da toxdn#&roteina incubada com a proteinamEIF4ALl de

LeishmaniaPM. Peso molecular em kDa.

8.2.6 Influéncia da conformacéo protéica na capagdie ligacdo a toxina Bin

Os resultados obtidos com as proteinas recomlgmandduzidas nos dois sistemas de
expressdo mostraram que a proteina controle Cqoel,tem capacidade comprovada de
interacdo com a toxina Bin, ndo apresentou capaeitigacdo. Portanto, a finalidade desta
etapa foi avaliar o efeito da desnaturacdo daimad nativas na capacidade de ligacdo a
toxina Bin e a influéncia que a conformacédo pretéioderia exercer neste aspecto. Os
extratos-CHAPS contendo as proteinas AaWé. @egyp)i e Cgml C. quinquefasciatys
nativas ou desnaturadas foram testados em ensaasalade gull dowr) com a subunidade
BinB da toxina. O extrato nativo daulexfoi capaz de ligar-se especificamente a toxinaeBin
uma banda com cerca de 60 kDa foi visualizada namatieteccao (Figura 16&ulex N2).

A ligacédo foi especifica, pois a banda nao foi ole#a quando a incubacao foi feita com a
proteina GST imobilizada a resina (Figura 16A1Jex N1). Por outro lado, apds o tratamento
deste extrato antes da incubagcdo com a toxinaéatide aquecimento a 100 e adicdo de
B-mercaptoetanol, o extrato teve a sua capacidatigad@o abolida (Figura 16&ulex D2).

O extrato-CHAPS déedes sob as formas nativa ou desnaturada, nédo fozcdgdigar-se a
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BinB e né&o foi visualizada nenhuma banda de inf@rata imunodeteccdo (Figura 16A,
Aedes N2 e D2). Quando o extrato @lex foi testado apds aquecimento a 45 e 100

observou-se que a capacidade de ligacao foi magfidmra 16B, D2, 45 e D2, 100),
enquanto que a ligacdo foi abolida em amostrascatpge a 65°C (Figura 16B, D, 65).

Entretanto, o resultado positivo da amostra aqaeaidl00°C foi artefatual, visto que a
ligacdo também foi observada no controle negatidzando a proteina GST (dados néo
apresentados). Os dados obtidos demonstram gqgagidi da proteina Cgml a toxina Bin

depende da integridade da sua estrutura protéica.

A Cq Ae B
N D N D N b2 ¢C)
Ex 1 2 1 2 Ex 12 1 2 Ex 1 2 45 65 100
PM : PM
70 e . 70
| —— e —— -

50 ¥ 50
40

40 —

Figura 16. Ensaio de afinidadep(ll dowr) entre os extratos-CHAPS dulex quinquefasciatug Aedes
aegyptinativos (N) ou desnaturados (D) e a subunidad® Bimobilizada em resina glutationa sefarose
(GS), seguido de imunodetec¢do com anticorpo aqmixC

Nota: A. Ensaio com os extratos nativos (N) ou desnaturpéts aquecimento a 10@ e adicdo d§-
Mercaptoetanol (D)B. Ensaio com o extratos-CHAPS @e quinquefasciatusativo (N) ou submetido ao
tratamento em diferentes temperaturas ([EX). Extrato-CHAPS (5ug) sem incubacdo com a resida.

Extrato incubado com glutationa S-transfer@s&xtrato incubado com a subunidade BinB.
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9 DISCUSSAO

O Ae. aegypté um importante alvo de programas de controleetieres e o larvicida
mais utilizado para este fim é o Bti, visto queaesspécie € refrataria a toxina Bin do Bsp.
Até o presente, pouco se sabe a razéo pela gaagstcie, taxonomicamente tao préxima as
espécies do complex€ulex ndo é susceptivel a toxina Bin. No presente estad
disponibilidade do genoma dee. aegyptiNENE, et al., 2007) permitiu a identificacdo do
gene aaml, que codifica uman-glicosidase ortéloga (Aaml) com alta homologiar-a
glicosidase Cqm1, que € o receptor da toxina BitCenquinquefasciatus

Estudos prévios demonstraram que ap0s a ingestanstial do Bsp e processamento
no limen intestinal de larvas d&e. aegypti a toxina Bin ndo reconhece receptores
especificos nanicrovilli intestinal (NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1992). Desfiarma,
partiu-se da hipotese de que essa auséncia dé@digeagleria ser decorrente da quantidade
reduzida ou da auséncia de receptores disponigeiginda que a maltase Aaml fosse
expressa em outra fase do desenvolvimento, queasalarvas de quarto estadio. Para
investigar essas hipéteses, a expressao da prdtema deAe. aegyptfoi analisada através
de imunodeteccdo com anticorpo anti-Cgm1, com granadencial de deteccéo especifica de
proteinas ortdlogas. Esta andlise demonstrou aemgasde uma proteina com massa
molecular aparente de 70 kDa nos extratos totaimdas e adultos dée. aegypti Esse
achado foi semelhante ao observado em amostras\@es le adultos dé. quinquefasciatys
nas quais foi detectada uma proteina com tamantaxiapado de 60 kDa, 0 que esta de
acordo com a caracterizacéo prévia do receptoa msgtécie (ROMAO et al., 2006). Dados
de sequéncias apontaram que a proteina Cgm1l éteimtzstie 580 aminoacidos e apresenta
massa molecular esperada de 66 kDa, sendo essadedsticas semelhantes aquelas
encontradas na proteina Aam1 (ROMAO et al., 2006).

A imunodeteccdo de amostrasrderovilli intestinal (BBMF) deAe. Aegyptide fato
confirmou a expressdo de uma proteina com ceré®déa em niveis semelhantes ou até
superiores ao receptor Cgml. Esse resultado deracaspresenca de untaglicosidase
ortéloga a Cgml em abundéncia microvilli intestinal deAe. aegypti reconhecida pelo
anticorpo anti-Cqm1l, que potencialmente seria aJAatada a consideravel semelhanca com
a proteina Cgml, em termos de reconhecimento imagimol e massa molecular. A
imunodeteccdo em amostras de BBMFAde gambiagtambém demonstrou a presenca de
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uma proteina reconhecida pelo anti-Cqgml. Esta im@tpotencialmente pode se tratar da
maltase Agm3 dén. gambiagortéloga e com 78% de similaridade com a Cgmg, fou
caracterizada recentemente como receptor da t@unaessa espécie (OPOTA, et al. 2008).
A maltase deAn. gambiaeapresenta um nivel de expressao inferior ao recépgqml de
Culex o que pode estar relacionado a menor suscegtitidi desse vetor a toxina Bin do Bsp,
bem como ao fato da ligacdo da toxina Bin as am®ste BBMF dessa espécie ser menos
intensa que er@ulex(SILVA-FILHA, et al., 1997).

O receptor da toxina Bin e@. pipiens C. quinquefasciatug An. gambiaegé uma
molécula da familia das-glicosidases, ligada ao epitélio intestinal porauncora GPI
(DARBOUX et al., 2002; OPOTA et al., 2008; PAUCHETal., 2005; ROMAO et al., 2006;
SILVA-FILHA et al., 1999). Nos ensaios qualitativo® perfil dea-glicosidases deé\e.
aegyptiforam evidenciadas duas bandas cataliticas eradar\fémeas adultas, enquanto que
nos machos adultos foram visualizadas trés baneladivchgem. EnC. quinquefasciatus
perfil € composto por quatro bandas de clivagemawas e adultos, o que esta de acordo
com Romao et al. (2006), no entanto, existem difgase em relacdo ao padrdo de migracao e
a intensidade das bandas entre essas fases doaeseento. Por se tratarem de amostras de
proteinas totais, é possivel que o perfil de bagdtaiticas nos extratos nao tenha sido bem
evidenciado, ou que as diferencas observadas kameEs e adultos em ambas as espécies
estejam relacionadas as diferencas existentes anleetas dos individuos nestas duas fases
do ciclo de vida. Alguns estudos demonstraranglicosidases estagio-especificas em
mosquitos (ZHENG, et al., 1995), sugerindo que mer@®rio dessas enzimas pode estar
relacionado a dieta ingerida (SOUZA-NETO et al.020 Neste estudo, foi ainda possivel
detectar os mMRNAs que codificam duas maltases|ogms a proteina Aaml, e que séo
expressas exclusivamente na fase adultaAee aegypti indicando que sua expressao é
estagio-especifica.

O perfil dea-glicosidases obtido a partir de BBMF de larvasAde aegyptie An.
gambiaefoi mais elucidativo e mostrou perfil de quatrontbas cataliticas, de forma similar
ao padrdo detectado nas larvasCdéex Dentre as bandas observadas no perfil enzimdéco
ambos os culicideos, duas migram com tamanho podgionda proteina Cgml e uma delas
pode ser a ortdloga do receptor CqmlAsmn aegypte An. gambiaeEm Ae. aegyptiapenas
a proteina ligeiramente menor que a Cgml (78 kida)econhecida pelo anticorpo anti-
Cgml. Esse resultado corrobora os dados de imwetmgdet e sugerem que essa proteina seja
a maltase Aam1.
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Como mencionado anteriormente, a sequéncia do gggnéde C. quinquefasciatus
possui uma regiao codificadora (ORF) de 1743 nticleos, que da origem a uma proteina de
580 aminoéacidos e massa molecular de aproximad@deDa, de forma similar ao gene
aam1 (ROMAO, et al., 2006). Os dados da imunodetecca®BIIF com anticorpo anti-
Cgml1, associados ao perfil deglicosidases sob condi¢cdes semi-desnaturantesiaapm
informacdes interessantes sobre essas proteinaSOS¥PAGE as proteinas Cgml e Aaml
migram com tamanho aproximado de 60 e 70 kDa, céspenente, enquanto que sob as
condi¢cdes semi-desnaturantes dos ensaios enzig)aiesas proteinas migram com tamanho
aproximado de 82 e 78 kDa, respectivamente. Didatexposto, fica evidente que existem
diferencas estruturais entre as proteinas AamlnelGxxpressas nmicrovilli intestinal das
larvas das respectivas espécies. De fato, os endaiafinidade para avaliagdo da capacidade
de ligacdo com a toxina Bin revelaram que a prat&diaml, apesar de ser abundante nos
extratos de BBMF dée. aegyptindo apresentou habilidade de ligar-se a toxinajeoasgta
de acordo com os estudos prévios (NIELSEN-LEROUMARBLES, 1992).

Diante dos resultados de que a maltase Aam1 nadiveé capaz de ligar-se a toxina
Bin, foram obtidas proteinas Aaml e Cgml recomhesnem diferentes sistemas de
expressado, para avaliacdo das diferencas que pudesterferir na auséncia de ligacado da
Aaml a toxina Bin. As proteinas recombinantes tadas de 45 kDa, inicialmente obtidas em
E. coli a partir dos genesamle cqml, foram capazes de se ligar a toxina Bin, porém a
ligacdo foi de natureza inespecifica, 0 que indjga as proteinas produzidas neste sistema
ndo sdo adequadas para a avaliacdo de funcioralidadensaio de afinidade por si é
eficiente, pois quando foi utilizada a proteina Qgmativa, a ligacdo ocorreu de forma
especifica.

As proteinas Aam#Se Cgm12°S produzidas em lisado de reticulécitos de coelho
apresentaram o tamanho esperado, entretanto, réto frapazes de se ligar a subunidade
BinB da toxina Bin nos ensaios de afinidade. A moséde ligacdo da proteina Cqrits,
que possui capacidade comprovada de interacdo axmatBin, sugere que o sistema de
expressdo em lisado de reticuldcitos, embora eatoarndo possibilita o processamento
adequado das proteinas. E possivel que modificgod@draducionais importantes para a
conformacao protéica ndo sejam inseridas durapteacessamento. A analise das sequéncias
das proteinas Aaml e Cgml revelou a presenca desilms passiveis de glicosilacdo em
ambas as proteinas, que indicam a insercdo deideatos a cadeia polipeptidica. As

glicosilacbes estdo entre as mais comuns e maigriampes modificacdes pos-traducionais
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em proteinas de eucariotos e podem influenciar us conformacdo e conferir maior
estabilidade térmica (SHENTAL-BECHOR; LEVY, 2008ARKI, 1993). O sistema de
traducédo em lisado de reticulocitos de coelho pomiger modificacdes pos-traducionais,
incluindo acetilacéo, isoprenilacdo e fosforilagfdALTER; BLOBEL, 1983), entretanto,
ndo é capaz de inserir glicosilacdes (WIERINGAIt2802; ZHOU et al., 2000). A auséncia
de glicosilagbes pode ter tido uma implicacdo nséacia de funcionalidade da proteina
Cgm13*S, que é sabidamente capaz de ligar-se a toxinanBiivo (NIELSEN-LEROUX;
CHARLES, 1992; OLIVEIRA et al., 2004; SILVA-FILHAtel. 1997; SILVA-FILHA et al.,
2004, 2008). Estudos anteriores demonstraram oqueémnals N-glicosilagbes podem estar
implicadas na ligacdo da toxina CrylAc a uma fesfatalcalina, que funciona como receptor
dessa toxina no epitélio intestinal de larvas dudi@tero Heliothis virescendJURAT-
FUENTES; ADANG, 2004). E possivel que a auséncitigedo da proteina Aam1 a toxina
Bin seja decorrente da auséncia de modificacfesradgcionaisn vivo, ao contrario do que
ocorre com a proteina Cgml nativa. A andlise da&wsxa da proteina Aaml revelou que
esta molécula possui dois sitios indicativos delibbgilacdo, nas posicoes 126 e 310, um
deles em posicdo semelhante a observada na pr@gma, que apresenta sitios indicativos
de N-glicosilacdo nas posicdes 102 e 127, entetanpadrao exato de glicosilacdo destas
moléculas ndo é conhecido.

A avaliacao da proteina Cgm1 tratada por aquecored00°C e pelo agente redutor
B-mercaptoetanol, demonstrou que sua capacidadeagid a toxina Bin foi abolida. O
efeito isolado da temperatura na proteina Cgml>vanatiostrou que sua funcionalidade foi
mantida a 45C e abolida nas temperaturas de°65e 100°C. A capacidade de ligacdo da
proteina a toxina, possivelmente foi mantida apaquecimento a 48C por se tratar de uma
temperatura branda e que se encontra na faixaalgliede térmica da proteina (PONTOH;
LOW, 2002). Apos o aquecimento a 85 a conformacéo terciaria da proteina provavelmente
foi destruida e a molécula passou a um estado teada, devido a inativagdo térmica.
Estudos realizados com algum@sglicosidases mostram que h& estabilidade na atieid
enzimatica em uma faixa de temperatura entre 20 @€5enquanto que esta € perdida em
temperaturas acima de 6@ (PONTOH; LOW, 2002). As alteracbes na conformacao
protéica interferem na capacidade de interacaorol@ipa Cgml com a toxina Bin, o que
indica que tal interacdo depende ndo somente dawst primaria ou do epitopo de ligacao
para a toxina, mas também da conformacéo finalrdizipa nativa. Conforme mencionado

anteriormente, as proteinas Aaml e Cgml apresemtassas moleculares diferentes sob
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condi¢cdes semi-desnaturantes, o que indica quetratuza protéica pode ser um fator
importante para as diferencas em relacdo a caplcid ligacdo a toxina Bin entre essas
moléculas.

Os resultados sugerem que a falha na ligacaoxdsatBin a proteina Aam1 pode ser
ocasionada por alteragcbes estruturais que ocorwgani® a tradugcdo e o processamento
protéico. Duas principais hipoteses podem estacimadas a auséncia de funcionalidade da
proteina Aaml. A primeira € que a existéncia de ifitagdes na sequéncia primaria da
proteina, no epitopo de ligacdo propriamente dito,ainda em outras regides possam
interferir na conformacao protéica. No caso daginat Cpm1, por exemplo, foi detectado um
alelo de resisténcia do geagmlque codifica uma proteina mutante que, emboraeszprno
microvilli intestinal das larvas, ndo tem a capacidade deaigit com a toxina Bin. A proteina
mutante apresenta uma perda de cerca de 60 andosAque provocou uma alteragcdo no
epitopo de ligagédo ou na sua conformacgédo (DARBOt.£2007).

Embora a homologia entre as proteinas Aaml e Cogd a&ta e o grau de
similaridade de 83% entre elas seja consideravAR@OUX et al., 2001; OPOTA et al.,
2007; ROMAO et al., 2006), os epitopos podem sgibes compostas de um pequeno
namero de aminoacidos e modificagcdes discretasnpadmlir a funcionalidade da proteina
Aaml. Estudos prévios realizados com o receptordds toxinas CrylA do Bt em
lepid6pteros, revelaram que o sitio de ligacao@néoconsiste em uma pequena sequéncia de
aminoacidos e a alteracdo de um Unico aminoacitowat interacdo toxina-receptor (XIE et
al., 2005). Uma segunda hipotese € que 0 processameotéico pos-traducional ndo seja
adequado e nao proporcione a conformacdo adequageotkina. Neste estudo, os dados
sugerem que modificacbes pds-traducionais da pet€gml, incluindo as glicosilacoes,
podem estar envolvidas na sua capacidade de ligagha toxina Bin. No caso da proteina
Aaml, apesar da presenca de sitios de glicosil@cpossivel que durante o processamento,
tais modificacbes nao sejam inseridas ou que sejaaridas de forma diferente daquelas
presentes na proteina Cqml e, portanto, inadequada.

Diante dos achados, faz-se necessaria a utilizég@on sistema de expressao protéica
em células de insetos, potencialmente capaz degweamo processamento pés-traducional
adequado nas proteinas Aaml e Cgml, para a awatacgua funcionalidade. A partir de um
sistema de expressdo que produza a proteina Cgmeiorial, sera possivel identificar as
regides criticas envolvidas na interacdo toxinapear das proteinas Cgml e Aaml, atravées

de mutagénese sitio-dirigida. Os conhecimentosuyzidds acerca da base molecular da acao
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da toxina Bin sdo de grande relevancia para a emnpéo do modo de acédo do Bsp e podem
servir de subsidios para estratégias de aperfemutanto espectro inseticida deste agente de

controle.
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10 CONCLUSOES

a) Larvas e adultos d&e. aegyptexpressam uma-glicosidase com massa molecular de
70 kDa nomicrovilli intestinal e que potencialmente se trata da paté&iaml,

ortéloga a proteina Cqml.

b) A proteina Aaml esta presente &m®. aegypti em guantidades consideraveis e, no
entanto, ndo € capaz de ligar-se a toxina Bin, e datermina ostatus de

refratariedade do vetor.

c) A proteina Aam1l apresenta diferencas estruturaisetagdo a proteina Cgml, apesar

de seu alto grau de homologia.

d) O processamento pés-traducional da proteina Cgeskéncial para a capacidade de
ligacdo a toxina Bin.

e) A auséncia de ligacdo deglicosidase Aaml a toxina Bin pode ser ocasionauta
diferencas de estrutura protéica em relacdo a Cqmlpor diferencas no

processamento pds-traducional.
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RESUMO

A acdo da toxina Bin dBacillus sphaericuem culicideos depende da interacdo com
receptores namicrovilli intestinal das larvas. Ax-glicosidase de membrana de 60 kDa
(Cgml), receptor da toxina Bin, conferstatusde suscetibilidade deulex quinquefasciatys
enquanto quée. aegyptié refratario ao Bsp, devido a auséncia de remeptoomicrovilli.
No entanto, a analise do genomaAlm aegypti revelou um gengue codifica a proteina
ortéloga Aam1 com 80% de homologia ao receptor Cddndbjetivo do estudo foi elucidar a
base da refratariedade dte. aegypti baseado na investigacdo da proteina Aaml. Os
resultados mostraram que larvasAle aegyptiexpressam umae-glicosidase de membrana
de 70 kDa, reconhecida pelo anticorpo anti-Cgmdue se trata potencialmente da proteina
Aaml. Esta proteina é expressamicrovilli intestinal em niveis superiores a Cqm1l, porém,
nao apresenta capacidade de ligacdo a toxina Biprdteinas Aaml e Cgm1 recombinantes,
produzidas em lisado de reticuldcitos de coelho, foéam capazes de ligar-se com a toxina
Bin e este dado aponta que o processamento pasivadl pode ser critico para a sua
funcionalidade. O efeito da desnaturacao por teatypex na funcionalidade da proteina Cqm1
nativa também demonstrou que a sua conformacgése@@al para a capacidade ligacdo. Os
resultados mostram que, apesar da presenca dénprot&®loga Aam1 nmicrovilli intestinal
das larvas, alteracdes no processamento pés-teadliciu na estrutura da proteina impedem

que molécula funcione como receptor da toxina Bin.

Palavras-Chave Controle biolégico de vetores, toxinas bacteriaAasles
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INTRODUCAO

O Bacillus sphaericugBsp) € um biolarvicida eficaz para o controle desds de
culicideos. Seu principal fator toxico € a toxina,Broduzida em um cristal protéico, sob a
forma de uma protoxina heterodimérica, compostaspeblipeptideos de 42- e 51- kDa,
BinA e BinB, respectivamente (Charles, 1987; Bauma al., 1988). Apos a ingestao pelas
larvas, o cristal é solubilizado em pH alcalin@stinal e a protoxina Bin € liberada no lamen,
onde é clivada por serina-proteases em polipeide®9- e 43-kDa, que constituem a forma
ativa da toxina (Baumann et al., 1985; BroadwelBaumann, 1987; Nielsen-Leroux e
Charles, 1992). A ligacdo da toxina a receptorpeafcos no epitélio intestinal € uma etapa
crucial no modo de acdo do Bsp em espécies sugegptiais comoC. pipiens C.
quinquefasciatusAn. stephense An. gambiae Em Ae. aegypti uma espécie naturalmente
refrataria ao Bsp, a ligacdo da toxina aos receptdomicrovilli intestinal de larvas nao foi
detectada (Nielsen-Leroux e Charles, 1992; SilMlaaFet al.,1997). O receptor ent.
pipiens C. quinquefasciatuse An. gambiaeé umaa-glicosidase (E.C. 3.2.1.20) de 60 kDa,
ligada a membrana apical do epitélio intestinabwais de uma molécula de glicosil-
fosfatidilinositol (GPI), denominadas respectivateerCpml, Cgml e Agm3 (Silva-Filha et
al., 1999; Darboux et al., 2001; Pauchet et al., 20@Bn&o et al., 2006; Opota et al., 2007).
A analise de sequéncias no GenBank mostrou queeama ¢gom alta homologia aquele que
codifica o receptor da toxina Bin e@ pipiens C. quinquefasciatug An. gambiaeestaria
presente eme. aegypt(Roméao et aJ 2006) A similaridade de 83% entre as sequéncias das
moléculas Aaml e Cgml € elevada e motivou a irgeesiio dos mecanismos moleculares
que determinam a refratariedade A aegyptao Bsp. A auséncia de ligacdo da toxina aos
receptores nanicrovilli intestinal deAe. aegyptpode resultar da auséncia de expresséo do
geneaaml nos insetos, da expressdo desse gene em outraldadesenvolvimento, da

expressdo em niveis reduzidos, da producdo de wvot@ina desprovida de ancora GPI e,
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portanto, expressa sob a forma soluvel, ou ainddifdeesncas estruturais nas proteinas que
sejam criticas para 0 seu reconhecimento e ligagio a toxina Bin. Uma segunda
possibilidade é que a proteina Aaml seja expreasdanvas dé\e. aegyptie ndo possua a
capacidade de interagir com a toxina Bin, o queepsér decorrente de diferencas na
sequéncia primaria de aminoacidos ou de alteragdasonformacédo da proteina Aaml que
impecam a interacdo. A analise comparativaodgbcosidases Aaml dée. aegypte Cgm1l

de C. quinquefasciatysespécies refrataria e suscetivel respectivameaistitui um modelo
impar para a compreensdo do modo de acdo da tBkindiante do exposto, o principal
objetivo deste trabalho foi identificar fatores gestejam envolvidos na refratariedade das

larvas deAe. aegyptao Bsp.

MATERIAL E METODOS
2.1 Colbnias de insetos
Foram utilizadas amostras de larvas e adultgseda@egypte C. quinquefasciatysias
colénias RecL e CqSF, respectivamente, mantidasinsetario do Departamento de

Entomologia do CpgAM, segundo Chalegre et al. (2009

2.2 Extrato total de larvas e adultos

O extrato total de proteinas de larvas e adultosliido a partir da maceracao de
espécimes em 10 de tampao PBS/Azida 0,02%/10 mM PMSF pH 7.4. Awstras foram
centrifugadas a 1.50@, durante 2 minutos a 4 °C e o sobrenadante fdizado
imediatamente nos ensaios. A dosagem de proteamamostras foi mensurada segundo

Bradford et al. (1976) utilizando uma curva de alina sérica bovina (BSA) como padrao.
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2.3 Fracoes ricas em microvilli intestinal (BBMF thrvas

As preparacbes de BBMF foram obtidas a partirateas do 4° estagio, segundo
Silva-Filha et al. (1997). A dosagem de proteimasdalizada de acordo com o item anterior
e a qualidade das amostras de BBMF foi avaliagevédrda determinacdo do enriqguecimento

da enziman-glicosidase (E.C. 3.2.1.20), segundo Silva-Filhal.1999).

2.4 Fracdes de proteinas de BBMF solubilizadasrgEas-CHAPS)

Nesta etapa foram obtidas frac6es de proteinamidmvilli intestinal das larvas,
solubilizadas com detergente CHAPS, segundo SilaFet al. (1999). A dosagem de
proteinas, para avaliar o rendimento da solub#iaafps extratos e a atividadeglicosidase,
para estimar o enriquecimento das preparacfes embraeas apicais, antes e apds a

solubilizacdo com CHAPS, foi feita conforme descahteriormente.

2.5 Imunodeteccéo de proteinas com anticorpo aqinC

Preparacdes de BBMF dee. aegyptie C. quinquefasciatug2,5 a 20ug) foram
submetidas a separacdo eletroforética SDS-PAGE % @&0as proteinas do gel foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose fquesubmetida a imunodeteccao

utilizando o anticorpo primario anti-Cqgml1, segufttimao et al. (2006).

2.6 Ensaios de atividadeglicosidase em gel
A analise do perfil de--glicosidases foi realizada em amostras de BBMFud %le

proteinas) segundo Romao et al. (2006). A visugdiaado perfil de bandas cataliticas das

glicosidases foi feita em transiluminador de luzavlioleta (UV).
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2.7 Clonagem e expressao dos genes aaml e cqml

A extracdo do RNA para a producdo do cDNA do gemeldeAe. aegyptioi feita a
partir umpool de larvas ou adultos, segundo Romao et al. (2@&NA foi purificado e as
reacdes de transcricdo reversa (RT-PCR) foramzeekls utilizando @rimer oligo DTyg
(Invitrogen), segundo instrucdes do fabricante.aftipdo cDNA obtido, as reacdes de PCR
foram realizadas, utilizandprimers especificos para o germaml (Nene et al. 2007),
segundo Roméo et al. (2006). O produto de amptdicado gen@aam1foi purificado com o
kit GFX DNA and Gel Band Purificatiéh (GE Healthcare) énserido no vetor plasmidial
PGEM®-T Easy (Promega), que foi utilizado na transforficage células dEscherichia coli
cepa DH10B eletrocompetentes, segundo instru¢Oefalmaante. Plasmideos contendo o
genecqgml previamente clonado por Roméo et al. (2006) foraitizados como controle.
Foram feitas preparacdes de DNA plasmidial pelood@éide lise alcalina, segundo Ausbel
(1992), e estas foram digeridas com as enziRsd e Hind Ill a 37 °C. Os fragmentos
liberados apds a digestdo foram subclonados nor R&&EM3zf+® (Promega), para a

expressao protéica através do sistema de tradugdsado de reticulécitos de coelhgs

plasmideos contendo os fragmentos dos geaesl e cqmlforam sequenciados no ABI
Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosytems). @wontigs foram montados no
programa SegMan (DNAStar) e as sequéncias editamlggograma EditSeq (DNAStar). A
identidade dos fragmentos foi confirmada pela coag@o das sequéncias obtidas com
aquelas disponiveis no GenBank, através da fertrameBLASTn do NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.goy.

O procedimento de mutagénese sitio-dirigida folizado nos fragmentoaaml e
cgml, contidos no plasmideo pGEM3Zf+, de acordo conmadopolo do Kit de mutagénese
sitio-dirigida QuikChang® (Stratagene), para modificar as segéncias de Kaestes genes.

A eficacia do procedimento foi avaliada atravésadélise de sequéncias conforme descrito
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anteriormente e os plasmideos contendo as mutégi@es utilizados para a expressédo das

proteinas recombinantes mutagenizadas em lisadstidelocitos de coelho.

2.8 Transcricao e traducéo in vitro em reticuldsitde coelho

Os genemaml e cgmsubmetidos a mutagénese foram utilizados paradugéo do
MRNA, segundo Romao et al. (2006). Os mMRNAs obtfdoam utilizados no procedimento
de traducaan vitro, utilizando um lisado de reticuldcitos de coellRaljbit Reticulocyte
Lysat€, Promega), segundo instrucdes do fabricante. Apgaducdo, uma aliquota de cada
amostra foi submetida a eletroforese em SDS-PAGEY4, e gel submetido a secagem. Um
filme autoradiografico Hiperfilml (Amershan) foi exposto ao gel durante 12 h a TAre,

seguida, revelado para a deteccdo das proteinaadaarconi’S.

2.9 Ensaios de pull-down

Os ensaios deull down foram realizados segundo Dhalia et al. (2005). fRora
utilizados 10l da toxina BinB imobilizada na resina GS (Bin-G8)cubada com os
extratos-CHAPS (2(ug de proteinas) ou com as proteinas recombinahies) ( Para avaliar
a especificidade da ligacdo, as respectivas iné@safpram feitas com a proteina glutationa
S-transferase (GST), imobilizada sobre a resinag@& serviu como controle negativo. Apos
a incubacdo, as amostras foram centrifugadas, Igb@ min a 4 °C, e o sedimento foi
submetido a eletroforese SDS-PAGE 10%, transfemépara membrana de nitrocelulose, e
imunodeteccdo com anticorpo anti Cgm1l. As proteieesmbinantemEIF4A1 eLmMEIFG3
de Leismaniaforam utilizadas como controles nos ensaios, @edaccom as necessidades
experimentais. Aléem da avaliagcdo de proteinas rbowntes, as proteinas nativas Cqgml e
Aaml de extratos-CHAPS também foram testadas emaela sua habilidade de ligagdo com

a toxina Bin. Amostras previamente submetidas aartrento com temperaturas de 45, 65 e
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100 °C durante cinco minutos também foram avaliadlp§s o tratamento as amostras foram
avaliadas quanto a capacidade de ligacdo a toxinaatBavés dos ensaios gell down

conforme descrito anteriormente.

RESULTADOS

3.1 Expresséao da proteina Aaml e capacidade deagéie com a toxina Bin

A imunodeteccdo de proteinas é& aegypt) utilizando o anticorpo anti-Cqml,
revelou que moléculas semelhantes ao receptor Ggméxpressas moicrovilli intestinal de
larvas desses insetos. Nas amostras de BBMF mgrdiceconhececom alta especificidade
uma proteinae cerca de 70 kDa, em paralelo ao reconhecimenpwateina Cqgm1 de cerca
de 60 kDa, em amostras de BBMF@equinquefasciatu@~ig. 1). Esse dado revela que uma
proteina ortdloga ao receptor Cgml é expressanicoovilli intestinal das larvas dée
aegyptiem quantidade equivalente aquela vista@nquinquefasciatusA imunodeteccéo
também confirma que a proteina de. aegyptipossui um peso molecular superiooa
glicosidase Cgml1.

O perfil dea-glicosidases em preparacoes de BBMFAe. aegyptié composto por
qguatro bandas cataliticas e, duas delas, com tansarhelhante a-glicosidase Cgm1 (Fig.
2, painel a esquerda, Ae, seta). Apos a deteccamaética dex-glicosidases eme. aegypti
o gel foi submetido & imunodeteccéo e o anticorpd@yml1 reconheceu especificamente a
a-glicosidase que possui massa molecular discretameferior & Cgml (Fig. 2, painel a
direita, Ae, seta). Este ensaio demonstrou que ssanmolecular da Aaml foi inferior a
Cgm1, ao contrario dos dados obtidos em SDS-PAGHgesuUgere a existéncia de diferencas
estruturais entre essas proteinas. Os resultadidl®®inesta analise demonstram a expressao
de umaa-glicosidase de membrana de 70 kDa mizrovilli intestinal de larvas dée.

aegyptj que seria potencialmente a proteina Aaml, orégdtligreceptor Cqml.
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A capacidade de interacdo destas proteinas nativiaxina Bin foi avaliada em
ensaios de afinidade. Nestes ensaios a proteind Ggtiva, presente em extratos-CHAPS foi
capaz de se ligar a subunidade BinB imobilizadaresma (Fig. 3, Cq 2). A ligacao foi
especifica, pois a banda de 60 kDa né&o foi obsargadndo o extrato foi incubado com a
glutationa S-transferase (GST) imobilizada sobrestna GS, amostra usada como controle
negativo do ensaio (Fig. 3, Cq 1). Na incubacéo oantrato-CHAPS dée. aegyptnao foi
observada interacdo, ndo sendo visualizada nenhpirogeina com capacidade de ligacdo a

subunidade BinB da toxina ((Fig. 3, Ae 2).

3.2 Producéao de Aaml e Cgml recombinantes e cagueide interacdo com a toxina Bin
Devido a falha de ligacdo da proteina Aaml nativexana, foram obtidas proteinas
recombinantes através do processo de transcrigadwgaan vitro em lisado de reticulécitos
de coelhos. A analise em SDS-PAGE das proteinaslasbneste sistema de expressao
mostrou que Cqmi3S migrou com massa aproximada de 65 kDa (Fig. ¥, €@muanto que
a ortéloga AamT®S apresentou cerca de 68 kDa (Fig. 4, Ag). A aw@o das proteinas com
a toxina Bin foi testada através dos ensaiogulledown,entretanto, as proteinas Aanrs e
Cgm1**S ndo mostraram capacidade de ligacdo com a sutleniBinB imobilizada e
nenhuma banda foi visualizada na autoradiografig. (; Aam1l e Cqgml, 2). A proteina
Cgm1l nativa possui capacidade comprovada de imtezagn a toxina Bin, entretanto, sob
forma recombinante obtida neste sistema, tal cdpdeifoi abolida. Este dado apontou que a
investigacdo de fatores que afetam a conformacfoad@ina seria relevante para o estudo. A
partir deste achado, o efeito da desnaturacaopericiade de ligacdo das proteinas nativas a
toxina Bin e a influéncia que a conformacado pretéoderia exercer neste aspecto foram
avaliados. Os extratos-CHAPS contendo a proteinalCgativa mostrou capacidade de

interacdo com a toxina Bin em ensaiospdé down (Fig. 6, N-2) e a ligacao foi especifica,
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224  pois na incubacéo feita com a proteina GST, utihzeomo controle negativo, a banda néo foi
225 detectada (Fig. 6, N-1). O tratamento do extratdl®sES de Culex com o aquecimento
226 mostrou que capacidade de ligacéo foi mantida eostas aquecidas a 45 e 1@ (Fig. 6,
227 D2-45 e D2-100), enquanto que foi reduzida ou dacdim amostras aquecidas a®65Fig.
228 6, D-65). Entretanto, verificou-se que a ligacadoedtrato aquecido a 10TC a toxina foi
229 artefatual, visto que também foi observada no otmtnegativo utilizando a proteina GST
230 (dados ndo apresentados). Os dados sugerem qtegadade da conformacgdo da Cqml é
231 essencial para a sua habilidade de interagdo caimxina Bin visto que, sob estado

232 desnaturado, a proteina perde esta caracteristica.

233
234 DISCUSSAO
235 Estudos prévios demonstraram que a toxina Bin e@&onhece receptores especificos

236 no microvilli intestinal larvas dée. aegypti(Nielsen-leroux; Charles, 1992). Desta forma,
237 partiu-se da hipétese de que essa auséncia dé@digegleria ser decorrente da quantidade
238 reduzida ou da auséncia de receptores disponteigie a maltase Aaml fosse expressa em
239 outra fase do desenvolvimento, que ndo as larvagiddo estagio. Na andlise da expressao
240 em amostras dmicrovilli intestinal (BBMF) deAe. aegyptifoi detectada uma-glicosidase
241 de membrana com cerca de 70 kDa, expressa em ajyaientemente superiores ao receptor
242 Cgml. Esse resultado indica que esta proteina @abeente seria a Aaml, dada a
243 consideravel semelhanca com a proteina Cqgml, enosede reconhecimento imunolégico,
244  massa molecular e atividade enzimatica.

245 O geneaamlde Ae. aegyptiassimcomo genecgmlde C. quinquefasciatupossui
246 uma regiao codificadora (ORF) de cerca de 1743entideos, que da origem a uma proteina
247 de 580 aminoacidos e massa molecular esperada kies6@Romao, et al., 2006). Entretanto

248 o0s dados de imunodeteccdo e do perfil cdglicosidases das proteinas Aaml e Cgml
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249 apontaram que estas proteinas podem apresenteengds estruturais. Em SDS-PAGE as
250 proteinas Cgml e Aaml apresentam massas de cer68 de70 kDa, respectivamente,
251 enquanto que sob as condi¢cdes semi-desnaturargens@ios de enzimaticos, estas proteinas
252 migram com tamanho aparente de 82 e 78 kDa, réspeente. Esta diferenca estrutural
253 poderia ser a razdo pela qual a proteina Aaml,appms presente em abundancia em
254 preparacOes de BBMF diee. aegyptindo apresenta capacidade de ligacdo com a toxina, o
255 que estd em acordo com outros estudos que ja haypmmtado esta falha de interacdo
256 (Nielsen-Leroux; Charles, 1992).

257 Proteinas Aaml e Cgml recombinantes foram obtidasisiema de expressdo em
258 lisado de reticulocitos de coelho para avaliar dsrehcas que pudessem interferir na
259 auséncia de ligacdo da Aam1 & toxina Bin. Nos essie afinidade as proteinas Aaf3e

260 Cqm1*S n&o foram capazes de se ligar & subunidade BimBge sugere que o sistema de
261 expressao em reticulocitos, embora eucarioto, w&silplita 0 processamento adequado das
262 proteinas. E possivel que modificagdes pos-tradaoimportantes para a conformacio
263 protéica ndo sejam inseridas durante o processam&rgnalise do genegmlmostrou que
264 este contém quatro sitios de glicosilacdo na sgaéseia, que indicam a insercdo de
265 carboidratos a cadeia polipeptidica (Darboux et 2001; Roméo et al., 2006). As
266 glicosilagbes estdo entre as mais comuns e maigriampes modificacbes pos-traducionais
267 em proteinas de eucariotos e podem influenciarusacenformacdo, conferirindo maior
268 estabilidade térmica (Varki, 1993, Shental-Bech@vy, 2008). O sistema de traducdo em
269 lisado de reticulocitos de coelho pode produzir ifitcatdes pos-traducionais, incluindo
270 acetilacdo, isoprenilacdo e fosforilacdo (WaltelgbBl, 1983), entretanto, ndo € capaz de
271 inserir glicosilagdes (Zhou et al., 2000; Wierirgfaal., 2002). A auséncia de glicosilagdes
272 pode ser um aspecto critico para a funcionalidaalerdteina Cgmi3S, visto que esta

273 proteina é sabidamente capaz de ligar-se a toximadd a forma nativa (Nielsen-Leroux e
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Charles, 1992; Oliveira et al., 2004; Silva-Filnaaé 1997, 1999, 2004, 2008; Romao et.,
2006). Estudos anteriores demonstraram que N-ghcégs podem estar implicadas na
ligacdo da toxina CrylAc a uma fosfatase alcalina ¢ o receptor dessa toxina no epitélio
intestinal de larvas do lepidoptéaneliothis virescengJurat-Fuentes e Adang, 2004).

Outro dado relevante para a funcionalidade dasejra$ € que o tratamento a
temperatura de 63C e 100°C, aboliu a capacidade de ligacdo da proteina an&gm.1.
Nestas temperaturas a conformacao terciaria daipeotprovavelmente foi destruida e a
molécula passou a um estado desnaturado. Estudiimades com algumaB-glicosidases
mostram que ha estabilidade na atividade enziméticama faixa de temperatura entre 20 a
50 °C, enquanto que esta é perdida em temperaturag a@&n0°C (Pontoh e Low, 2002).
As alteracdes na conformagdo protéica interferencapacidade de interacdo da proteina
Cgm1l com a toxina Bin, o que indica que tal intécadepende ndo somente da estrutura
priméria ou do epitopo de ligacdo para a toxing taebém da conformacdo ou dobramento
final da proteina nativa. Conforme mencionado @&nmente, as proteinas Aaml e Cgml
apresentam massas moleculares diferentes sob 6eadiemi-desnaturantes, o que indica que
a estrutura protéica pode ser um fator importaata ps diferencas entre essas moléculas em
relacdo a sua capacidade de ligacéo a toxina Bin.

Duas principais hipéteses podem estar relacionadasséncia de funcionalidade da
proteina Aam1. A primeira € que existam modificagde estrutura da proteina, no epitopo de
ligacdo propriamente dito, ou ainda em outras esgifue possam interferir na conformacao
da proteina. Uma segunda hipotese é que o processaprotéico pos-traducional ndo seja
adequado e né&o proporcione a conformacéo adegagoi@igina. Diante dos achados, faz-se
necessaria a utilizacdo de um sistema de expresg@a de promover o processamento pos-
traducional das proteinas a serem submetidas @@@lde funcionalidade e identificacdo de

regides criticas envolvidas na interacdo toxinaptar. Os conhecimentos produzidos acerca
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da base molecular da acdo da toxina Bin sdo delgreslevancia para a compreensao do
modo de acdo do Bsp e podem servir de subsidi@s gstiratégias de aperfeicoamento do

espectro inseticida deste agente de controle.
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LEGENDAS DE FIGURAS

FIG. 1. Imunodeteccaale proteinas danicrovilli intestinal de larvas de culicideos com o
anticorpo anti-Cgm1. Curva decrescente de amosiaproteinas (20 - 2,Ag) de Culex

guinquefasciatugCq) eAedes aegyp(iAe). PM. Peso molecular em kDa.

FIG. 2. Perfil da atividada-glicosidase em gel de amostrasndierovilli intestinal de larvas
de Culex quinquefasciatu¢Cq) e deAedes aegypt(Ae). As proteinas do gel foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulosaibeetidas a imunodeteccdo com

anticorpo anti-Cgm1PM. Peso molecular em kDa.

FIG. 3. Ensaio de afinidade entre os extratos deepras denicrovilli intestinal solubilizadas
de Culex quinquefasciatu§Cq) e Aedes aegypt(Ae) e a toxina Bin ddB. sphaericus
imobilizada em resina Bin-GS, seguido de imunodgteccom anticorpo anti-CgmiL.
Incubacdo com glutationa S-transferase imobilizada resina. 2. Incubacdo com o
componente BinB da toxina BilExt. Amostras delqug de proteinas de extratos-CHAPS,

sem incubacéo.

FIG. 4. Separacéo eletroforética em SDS-PAGE 10%rdeinas Aam#2Se Cgm1¥Sde
Aedes aegypt Culex quinquefasciatusespectivamente, produzidas através de tradincédo
vitro em reticuldcitos de coelho e visualizadas por radiografia.PM. Marcador de peso

molecular em kDa.

FIG. 5. Ensaio de pull down entre as proteinas G§ne Aam1-$e a subunidade BinBa

toxina e entre as proteinamEIFG3-S° e LmEIF4A1 deleishmaniasp., visualizados por
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autoradiografia.T. Proteinas®S traduzidas sem incubacéddb. Proteina incubada com
glutationa S-transferasg. Proteina incubada com a subunidade BinB da toxdnBroteina

incubada com a proteihanEIF4A1 deLeishmaniaPM. Peso molecular em kDa.

FIG. 6. Ensaio de afinidad@uyll dowr) entre os extratos-CHAPS d&ulex nativo (N) ou
submetido ao tratamento em diferentes tempera{id2s e a BinB imobilizada em resina
glutationa sefarose (GS), seguido de imunodeteco&n anticorpo anti-Cgm1l. Extrato
incubado com glutationa S-transfera8e Extrato incubado com a subunidade Birtx.

Extrato-CHAPS (5ug) sem incubacdo com a resina.



Ligia M?Ferreira

Andlise da refratariedadefdales aegypti 101

FIG. 1

Cqa Ae
20 10 5 25 20 105 25
PM
82 —
64 — | S —

49 /]




Ligia M?Ferreira

FIG. 2

PM

115

82

64

Cq

Ae

Analise da refratariedadefdmles aegypti

115

102



Ligia M?Ferreira Analise da refratariedadefdmles aegypti 103

FIG. 3

Cq Ae

1 2 Ext 1 2 Ext

70
60
50




Ligia M?Ferreira Analise da refratariedadefdmles aegypti 104

FIG. 4
Aaml Cgml
PM
70 — &
60 —

50 /]




Ligia M?Ferreira Analise da refratariedadefdmles aegypti 105

FIG. 5.
Cgmi Aaml LmEIFG3
T 1 2 T 1 2T 1 3
PM
8C —
gg : . — “— .
50 —

40 —




Ligia M?Ferreira Analise da refratariedadefdmles aegypti 106

FIG. 6

N D2 ¢C)

Ex 1 2 45 65 100

PM

70
60
50

40




