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RESUMO

A atividade larvicida do Bacillus sphaericus depende da ligacao da toxina
binaria (Bin) com um receptor especifico presente no epitélio intestinal de
larvas de culicideos. Este trabalho descreve a clonagem e sequenciamento
do gene deste receptor em larvas de Culex quinquefasciatus de uma
colonia susceptivel (CqSF) e de uma resistente (CqRL1/2362) ao Bs, para
elucidar o mecanismo molecular da resisténcia. Ensaios de afinidade in
vitro mostraram que uma proteina de 60 kDa é o receptor da toxina na
colonia CqSF e nenhuma molécula funcional foi observada em preparacgoes
da col6nia CqRL1/2362. O sequenciamento do gene obtido da col6nia
CgSF mostrou uma seqiéncia de 1925 pb composta por regides 5’ e
3 'nao traduzidas, sequéncia codificadora e intron. A respectiva sequéncia
do gene para a colénia CgRL1/2362 mostrou uma delecdao de 19
nucleotideos, geradora de uma mudanca na fase de leitura de 28
aminoacidos e de um codon de terminacao da traducdao prematuro. A
presenca deste cédon prematuro pode desestabilizar o respectivo mRNA, e
impedir sua traducao, bem como leva a sintese de uma proteina truncada
sem a ancora GPI necessaria a sua localizagdo na membrana epitelial. Em
ambos o0s casos a auséncia do receptor no epitélio intestinal seria a causa
da resisténcia. Neste trabalho foi produzida ainda uma proteina
recombinante do receptor de 45 kDa que mostrou funcionalidade,
demonstrando que o sitio de ligagao esta localizado na porgcao N-terminal
da molécula. Anticorpos obtidos contra esta proteina recombinante

demonstraram ser uma 6tima ferramenta de deteccao do receptor nativo.

Palavras-chave: Culex quinquefasciatus; Bacillus sphaericus; Receptor;

Resisténcia.

vii
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I. INTRODUCAO

Alguns mosquitos dos genéros Anopheles, Aedes e Culex sao
importantes vetores de patdgenos humanos responsaveis por
enfermidades de elevada incidéncia como malaria, filariose, febre
amarela, encefalite e dengue. Multiplos fatores tornam dificil o controle
das populacdes destes insetos tais como sua alta capacidade reprodutiva;
seu curto ciclo bioldgico; sua alta capacidade de colonizar habitats
temporarios; ocorréncia de acentuadas flutuagcbes de densidade
populacional e a capacidade de selecdao de resisténcia aos inseticidas. A
descoberta e utilizacgdo dos inseticidas quimicos revolucionou a
metodologia de controle de mosquitos vetores de doencas, possibilitando
a sua maior padronizacao. Pela primeira vez na histéria da saude publica
foi possivel, em muitas regides, controlar eficazmente e até mesmo
erradicar temporariamente algumas das doencas transmitidas por vetores.
O uso dos inseticidas quimicos em programas de combate e controle de
vetores apresenta desvantagens como selecdo de resisténcia em
populagdes de insetos, o modo de agao nao seletivo e acumulagao na
biosfera.

As constantes dificuldades enfrentadas no controle de mosquitos,
baseado no uso de inseticidas quimicos, incentivaram a procura de
agentes de controle com atividade inseticida seletiva. Tem sido dada uma
crescente importancia aos agentes de controle bioldgico, principalmente a
utilizagdo de bactérias entomopatégenas do género Bacillus, altamente
eficazes para o controle de culicideos e simulideos. O Bacillus sphaericus e
Bacillus thuringiensis sorovar. israelensis sao os mais estudados, estando
disponiveis comercialmente e sendo utilizados em larga escala ha cerca de
duas décadas. O Culex guinguefasciatus, vetor da filariose linfatica e de
arboviroses, € a espécie mais susceptivel ao B. sphaericus. Esta toxicidade
€ devida a um cristal protéico produzido durante a esporulacdao da bactéria

gue, quando ingerido pela larva, leva a formacdo da toxina binaria (Bin)
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responsavel pelo efeito letal da bactéria. Apds a ingestdo pelas larvas, o
cristal é solubilizado em pH alcalino intestinal e a protoxina disponivel no
limen é clivada proteoliticamente por proteases para atingir a forma de
toxina ativa. Esta toxina interage com as regides do ceco gastrico e do
intestino posterior de larvas. Foram apresentadas evidéncias de que a
toxina se liga @ membrana apical do epitélio intestinal das larvas de Culex
pipiens, Anopheles stephensi e An. gambiae através de receptores. A
susceptibilidade de algumas espécies a toxina Bin do B. sphaericus esta
diretamente correlacionada a presenca de receptores especificos. Em
Aedes aegypti, espécie naturalmente refrataria, nao ocorre interacao da
toxina Bin com receptores especificos. O receptor desta toxina presente
no epitélio intestinal das larvas, tem sido alvo de estudos recentes
voltados a compreensdao dos mecanismos de desenvolvimento de
resisténcia do inseto a toxina.

O problema focalizado neste trabalho foi o fendmeno da resisténcia
de larvas de C. quinquefasciatus ao B. sphaericus. Apesar da sua grande
eficacia como larvicida, foi observado que algumas populacdes, quando
submetidas a forte pressdao de selecdo com o B. sphaericus, podem
apresentar resisténcia a este agente. A resisténcia ja foi detectada sob
condicoes de laboratério e de campo. Os estudos sobre este fendomeno
ainda sao escassos mas a investigacao de algumas populacdes mostrou
gue a resisténcia pode ser atribuida a uma falha na etapa de ligacao da
toxina Bin aos receptores. E necessaria a producdo de conhecimento e
tecnologia para evitar o fendbmeno da resisténcia que ameaca a
sustentabilidade do uso de inseticidas microbianos em programas de
controle de vetores. O principal objetivo deste trabalho foi elucidar o
mecanismo molecular da resisténcia em uma colénia de C.
quinquefasciatus altamente resistente ao B. sphaericus cepa 2362,
através do estudo do gene do receptor da toxina binaria. O gene foi
amplificado a partir de uma colonia de C. quinquefasciatus susceptivel e
de uma col6nia resistente, clonado e sequenciado, a fim de identificar as

mutacdes responsaveis pela resisténcia.
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A elucidacao de aspectos essenciais do mecanismo de resisténcia
produzira conhecimento cientifico e ferramentas Uteis necessarias para a
utilizacao racional do B. sphaericus em programas de controle de vetores,
interrompendo assim o ciclo de doencas que afetam a populacao, sem
causar danos ao meio ambiente. A area metropolitana do Recife é
endémica para a filariose linfatica e a transmissao da Wuchereria
bancrofti, agente etioldgico da doenca, € um grave problema de saude
publica. O controle de vetores, previsto no plano de erradicacao da
filariose nesta cidade, é essencial para interromper o ciclo de transmissao
da doenga.

Os objetivos concretizados neste projeto representam um avango no
campo da biologia molecular aplicada a entomologia e ampliam os estudos
pioneiros em controle bioldgico de culicideos. A contribuicdo cientifica
nesta area de conhecimento é fundamental visto que os estudos da
natureza da resisténcia em C. guinguefasciatus ainda sao escassos e ha
um grande potencial de utilizagao destes agentes e necessidade de
produzir conhecimento/tecnologia no Brasil, que hoje apresenta uma clara

deficiéncia neste setor.
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II. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Culex pipiens quinquefasciatus

1.1. Taxonomia, distribuicao geografica e biologia

O Culex pipiens quinquefasciatus (C. quinquefasciatus) Say 1823 é
uma subespécie pertencente ao complexo Culex pipiens (Vinagradova,
2000), onde encontramos outros membros como Culex pipiens pipiens (C.
pipiens) Linnaeus 1758, Culex pipiens pallens Coquillett 1898 e Culex
pipiens australicus Dobrotworsky e Drummond, 1953. Os mosquitos
pertencentes ao complexo Culex pipiens (Filo Arthropoda, Classe Insecta,
Ordem Diptera e Familia Culicidae) possuem caracteristicas morfologicas
conservadas mas ensaios de identificacdo baseados em microsatélites
(Fonseca et al., 1998; Keyghobadi et al., 2004) e estudos da sequéncia do
segundo intron do gene da acetilcolinesterase - 2 (ace - 2) (Smith e
Fonseca, 2004) permitiram identificar polimorfismos caracteristicos de
cada membro do complexo. Comparagdes de cinco caracteristicas
morfologicas, do perfil eletroforético de doze enzimas e da taxa de
infeccdo por Wolbachia pipientis também foram utilizados para
caracterizar os membros desse complexo na Califérnia e Africa do Sul
(Cornel et al., 2003).

O C. guinquefasciatus é um inseto cosmopolita (Cornel et al., 2003)
e sua abundancia é fortemente influenciada pela presenca do homem
(Forattini et al., 1993). Ocorre em todo Brasil sendo encontrado em maior
gquantidade nos aglomerados humanos, sempre proximo as habitacoes
dentro das cidades e vilas rurais. Seus criadouros preferenciais sao os
depdsitos artificiais, com agua rica em matéria organica em decomposicao
e detritos. As aguas estagnadas e poluidas no solo, como valas, fossas,
ralos, pogos e cisternas sao muito procurados para postura e criagao
desse inseto (Consoli, 1994). Porém, também emprega os recipientes
artificiais transitérios, gerados pelas alteragbes antrdpicas do ambiente

peridomiciliar, como vasilhames, latas, copos e bebedouros de animais.
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Seu ciclo biolégico compreende quatro fases: ovo, larva (quatro
estadios larvais L1, L2, L3 e L4), pupa e adulto (Figura 1). Cada postura
do C. quinquefasciatus compreende cerca de 120 ovos. A oviposicao é
feita apdés o repasto sanguineo, variando de duas a oito posturas por
fémea. Os ovos sdo depositados em grupo sobre a dgua, formando uma
estrutura em forma de jangada (Figura 2). Apdés um periodo médio de
dois dias, em temperatura média de 26°C, os ovos ddo origem as larvas
gue se movimentam ativamente e se alimentam de matéria organica
disponivel na agua. A respiracdo das larvas é realizada pelo espiraculo ou
sifao respiratério situado no ultimo segmento abdominal. O ciclo de
desenvolvimento de larva até pupa tem um periodo varidvel de dez a
vinte dias. Esta ndo se alimenta e permanece nesta fase por um periodo
de um a trés dias, até ocorrer emergéncia do adulto. O alado permanece
em repouso sobre a exuvia por alguns minutos, suficientes para o
enrijecimento da quitina e dos musculos, necessarios para o vbo. Os
adultos podem viver de um a dois meses no verao e até seis meses no
inverno (em diapausa). Tém habito noturno, sao altamente antropofilicos

e estenogamicos (Consoli, 1994).

Larvas
Figura 1. Ciclo bioldgico do Culex quinquefasciatus.
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Figura 2. Oviposicao de fémea de Culex.

1.2. Relacao com a transmissao da filariose e de arboviroses

Os mosquitos do complexo Culex pipiens sao importantes vetores de
doencas como a febre do Nilo Ocidental e a encefalite de St. Louis no leste
dos EUA (Turell et al., 2001; Kulasekera et al., 2001), filariose linfatica
por Wuchereria bancrofti (Farid et al., 2001), malaria (Fonseca et al.,
1998) e outras arboviroses.

O C. quinquefasciatus é o principal transmissor da filariose
bancroftiana no Brasil (Farid et al., 2001). A filariose linfatica causada pela
W. bancrofti € considerada um grave problema de saude publica em varias
regioes do mundo. Estima-se que existam 1,2 bilhdes de pessoas
residentes em areas endémicas (Dean, 2000), o que equivale a 1/5 da
populacdo mundial. Dessas, cerca de 120 milhdes ja estdao infectadas,
outras 40 milhdes estao seriamente incapacitadas e desfiguradas pela
doenca (www.who.int). Um terco da populacdo infectada vive na India,
um terco encontra-se na Africa e os demais estdo distribuidos no Sul da
Asia, Pacifico e Américas (www.who.int). A filariose bancroftiana é
endémica no Brasil e a cidade do Recife apresenta uma alta taxa de
prevaléncia de microfilaremia sendo considerada a maior area endémica
do pais (Maciel et al., 1996). Entre 1989 e 1991, foi realizado um
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inquérito epidemioldgico em varias areas do Recife, tendo sido analisadas
guinze mil pessoas e encontradas prevaléncias variando de 1,5 a 15%,
com uma média de 6,5% (Maciel et al., 1996). Naquele mesmo periodo,
inquéritos epidemioldgicos na cidade de Olinda, regiao metropolitana do
Recife, revelaram indices microfilarémicos maiores que os de Recife, com
uma prevaléncia de 12,3% (Maciel et al., 1994).

A filariose linfatica humana, também conhecida como elefantiase na
sua fase cronica, pode ser causada por helmintos das espécies W.
bancrofti, Brugia malayi e Brugia timori. O ciclo tem inicio quando a fémea
do C. guinquefasciatus faz o repasto sanguineo em um individuo infectado
e ingere larvas de W. bancrofti do 1° estadio (L1) que circulam no sangue
periférico no periodo noturno. O habito hematofagico noturno do vetor e
sua predilecao pelo sangue humano facilitam muito o contato das
microfildarias com este mosquito, possibilitando a transmissao da doenca.
As microfilarias ingeridas, perdem sua bainha dentro do estdmago do
mosquito, migram para os musculos toracicos e posteriormente para as
glandulas salivares onde atingem o 3° estddio que sdo as larvas
infectantes (L3). Estas migram até a probdscida (aparelho picador),
concentrando-se no labio do mosquito. A transmissdo da filariose se da
unicamente pela picada do vetor e deposicao das larvas L3 na pele das
pessoas, que estando Umida permite a progressao e penetracao das
larvas. O ciclo no hospedeiro intermediario é de aproximadamente vinte
dias em temperaturas de 20 a 25°C mas, em temperaturas mais elevadas,
pode ser mais curto. A parasitose se caracteriza por uma variedade de
manifestacoes clinicas e o quadro clinico pode ser assintomatico, agudo e
cronico. Os individuos assintomaticos sao aqueles com microfilarias no
sangue e sem sintomatologia aparente. As manifestacdes agudas sao
linfangite, linfadenite associada com febre e mal-estar, funiculite e
orquiepididimite. As manifestacdes crbonicas sao linfedema, hidrocele,
quiltiria e elefantiase, e aparecem em geral, alguns anos apos o inicio dos

ataques agudos.



Romao, T. P. A. 2005 Mecanismo molecular da resisténcia...

O C. quinquefasciatus também tem sido incriminado como vetor de
arboviroses. Foi encontrado naturalmente infectado com virus causadores
de encefalite, como dos tipos St. Louis, Oeste (nos EUA) e Venezuelana
(Panama) (Consoli, 1994). No Brasil, ele é responsavel pela veiculagdo do
virus Oropouche pois é considerado o vetor secundario dessa arbovirose
em areas do Estado do Para e RondlOnia, onde a doenga tem causado
varias epidemias rurais (Consoli, 1994).

O virus do Nilo Ocidental (VNO) esta distribuido em 44 estados dos
EUA. No Distrito de Columbia esta presente desde 1999 e surtos foram
desencadeados na cidade de Nova York (Centers for Disease Control and
Prevention, 2002). Muitas espécies de Culex foram identificadas como
vetores primarios do VNO em regidoes endémicas do velho mundo (Hayes,
1989) e nos Estados Unidos (Turell et al., 2000). As espécies do complexo
Culex pipiens sdo consideradas vetores primarios do VNO na América do
Norte pelos seguintes fatores: sdo os mosquitos mais comuns em areas
urbanas (Vinagradova, 2000); os surtos das doencas ocorrem durante seu
periodo de maior abundancia local (Spielman, 2001); apresentam
competéncia vetorial sob condicdes de laboratério (Turell et al., 2001);
populacdes naturais foram encontradas infectadas com o virus (Bernard et
al., 2001; Kulasekera et al., 2001). Estudos de competéncia vetorial
demonstraram que o C. tarsalis, C. pipiens e o C. quinguefasciatus, sao
altamente susceptiveis a infeccao e podem ser eficientes vetores (Goddard
et al., 2002). Estas espécies também podem transmitir o virus
transovarianamente (Dohm et al., 2002; Goddard, 2003).

2. Controle quimico de vetores

A descoberta dos inseticidas quimicos revolucionou a metodologia de
controle de mosquitos vetores de doengas. Os primeiros compostos eram
oleos minerais, produtos inorganicos (mercuriais, arseniacais) e extrato de
plantas (piretro, nicotina e rotenona) que foram amplamente utilizados

até 1945, quando entraram em producdao os primeiros inseticidas
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organoclorados. O DDT (Dicloro Difenil Tricloroetano) foi sintetizado em
1874 e seu grande poder inseticida, sua estabilidade elevada e baixo
custo fizeram com que, em pouco tempo, se tornasse o inseticida mais
usado no mundo todo, tanto na agropecudria, como em saude publica.
Este inseticida clorado tem como caracteristicas: alto poder letal sobre os
insetos e efeito residual muito longo (trés meses a 1 ano). O DDT nao é
biodegradavel, acumula-se nos tecidos gordurosos de varios animais
causando intoxicagdes cronicas, pode interferir no metabolismo do sédio e
potdssio e mostrou-se carcinogénico em camundongos (Mariconi, 1980).
Os inseticidas fosforados foram sintetizados em 1945 e os carbamatos por
volta de 1960. Os fosforados e carbamatos possuem como caracteristicas:
acao letal rapida sobre o inseto e um poder residual mais curto (cinco a
30 dias). Sao inibidores da colinesterase e causam intoxicacdes agudas.
Entre 1972 e 1974 foram sintetizados os primeiros inseticidas sintéticos
analogos aos produtos vegetais (piretréides). Os piretrdides apresentam
alto poder letal sobre os insetos, sao inodoros e tem efeito residual
moderado (30 a 90 dias). Sao hipersensibilizantes e irritantes das
mucosas e causam intoxicacdes agudas.

A utilizacao indiscriminada dos inseticidas quimicos para controle de
vetores de doencas e sua acumulacao na biosfera tornou-se um dos
grandes problemas publicos em meados de 1960 (Mulla, 1994). A
conscientizacdo de que muitos inseticidas sao altamente tdéxicos para os
mamiferos, além de proporcionarem riscos para a biota ndo alvo e
desequilibrio ambiental, foi desencadeada entre 1960 e 1970. Com o auge
do movimento ambiental, os cientistas voltaram a sua atencdao para o
desenvolvimento de pesticidas bioracionais seletivos e de técnicas de

manejo integrado (Mulla, 1994).

3. Controle bioldgico

O controle biolégico baseia-se na utilizacdo de predadores,

parasitas, patdgenos, competidores ou toxinas de microorganismos para
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reduzir a populacao alvo (Woodring e Davidson, 1996). O controle
biolégico visa reducdao de uma populagcdao alvo para niveis aceitaveis,
integrada com a conservacao da biodiversidade e a protecao humana,
evitando os efeitos indesejaveis aos organismos nao alvo. Os principais
organismos que tém sido estudados como agentes de controle bioldgico
de mosquitos sdo: virus, bactérias, protozoarios, fungos, nematdides,
invertebrados predadores e peixes.

As bactérias entomopatdgenas sdao um dos agentes de controle mais
utilizados em todo mundo. As duas espécies mais estudadas e utilizadas
para o controle de dipteros, sdo o Bacillus thuringiensis sorovar.
israelensis (De Barjac, 1978) e o B. sphaericus (Kellen et al., 1965) pois
possuem atividade larvicida seletiva e ambas mostraram-se inécuas para
um grande numero de organismos vertebrados e invertebrados. A acao de
suas toxinas é especifica para um grupo limitado de organismos alvo e no
mercado internacional existem diversas formulacdes comerciais. A eficacia
das preparacoes bacterianas pode ser influenciada por varios fatores
fisico-quimicos e bidticos como temperatura, pH da dgua, exposicao a luz
solar, taxa de sedimentacdo de esporos, poluicdao organica, estagio larval,
densidade larval e taxa de ingestao (Mittal, 2003). Os estudos sobre as
bactérias entomopatdgenas tiveram inicio em meados de 1960 quando a
primeira linhagem de B. sphaericus com atividade larvicida, nao
suficientemente tdoxica para mérito comercial, foi descoberta (Kellen et al.,
1965). Um novo capitulo para o controle de culicideos e simulideos foi
desencadeado com a descoberta do B. thuringiensis sorovariedade
israelensis no deserto de Negev em Israel (Goldberg e Margalit, 1977) e
de cepas do B. sphaericus com alta atividade larvicida (Singer, 1973;
Weiser, 1984). As bactérias do género Bacillus, com agao seletiva sobre os
dipteros, tém sido consideradas os agentes mais eficazes para o controle
de culicideos e simulideos, pois possuem grande poder inseticida, além de
apresentarem facilidades para a producao em larga escala,

armazenamento, transporte e aplicacao.
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4. Bacillus sphaericus

O B. sphaericus merece destaque como agente larvicida para
espécies do complexo Culex pipiens, pois estas sdao mais susceptiveis a
este agente. Descoberto por Neide em 1904, o B. sphaericus é uma
bactéria Gram positiva aerdbica, amplamente distribuida no solo e em
ambientes aquaticos. Tem capacidade de esporulacao e apresenta esporos
arredondados localizados na regiao terminal de um esporangio em forma
de raquete (Figura 3).

A primeira cepa do B. sphaericus com atividade larvicida para
mosquitos foi isolada por Kellen et al. (1965), a partir de larvas mortas de
Culex incidens. A atividade larvicida deste isolado foi tao baixa que seu
uso como controle de mosquitos foi desconsiderado. A identificacdao da
linhagem SSII-1 na India (Singer, 1973) renovou a busca de novas
linhagens ativas. O potencial do B. sphaericus como agente de controle
bioldgico de mosquitos sé foi evidenciada apds o isolamento de cepas com
alta atividade larvicida como a 1593 na Indonésia (Singer, 1974), 2297 no
Sri-lanka (Wickrmesinghe e Mendes, 1980) e 2362 na Nigéria (Weiser,
1984) (Tabela 1).

Numerosos métodos tem sido utilizados para classificar esta espécie
como estudos de homologia de DNA (Krych et al., 1980), tipagem de
bacteriéfago (Yousten, 1984), ribotipagem (Aquino de Muro et al., 1992),
analise da composicdo de acidos graxos celulares (Frachon et al., 1991),
analise de RAPD (Woodburn et al., 1995), reacao de aglutinacado flagelar
(De Barjac et al., 1985) e classificagcdao numérica baseada na taxonomia de
fatores fenotipicos (Alexander e Priest, 1990). A classificacdao mais
utilizada baseia-se na reacao de aglutinacao flagelar, que agrupa as cepas
em diferentes sorotipos. Os sorotipos mais estudados e com maior poder
larvicida sao: H5a5b, no qual se agrupam as cepas 1593, 2362, 1691 e
C3-41; o H25, onde se encontra a cepa 2297; e H6, que engloba a cepa
IAB59 (Charles et al., 1996). Entretanto, o grau de toxicidade de uma

11
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linhagem é verificada através de ensaios de toxicidade contra a espécie
alvo em comparagao a uma cepa padrao, independentemente dos

sistemas de classificagao.

Figura 3. Micrografia eletrénica do B. sphaericus em fase de esporulagao.
(C), cristal que contém a toxina binaria. (S), esporo.

Tabela 1. Caracteristicas de algumas cepas de Bacillus sphaericus

(extraido de Charles et al. 1996, com modificagoes).

Cepa Origem Toxicidade® Genes"
Toxina Bin Mtx Mtx2

Kellen K USA B - + NI
Kellen Q USA B - + +
BS - 197 india A + NI NI
SSII - 1 india M - + +
IAB 881 Ghana A + - NI
LP1 -G Singapura M + - NI
1593M Indonésia A + + +
2362 Nigéria A + + +
2317 -3 Tailandia A + + +
1691 Sdo Salvador A + + +
IAB 59 Ghana A + + +
31 Turquia B - + +
2314 -2 Tailandia B - NI NI
2297 (MR4) Siri Lanka A + + +
2173 (ISPC5) india M - - -
IAB 872 Ghana A + NI NI
ATCC 14577 USA - - NI NI

@ Atividade larvicida para larvas de 4° estadio de Culex pipiens: A, alta; M,
média; B, baixa.

P Genes das toxinas presente (+), ausente (-), Indeterminado (NI).

12
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4.1. Toxicidade e modo de agao

Existem dois tipos de toxinas com atividade larvicida presentes no
B. sphaericus que sao: a toxina do cristal (Bin) e as toxinas Mtx. A toxina
do cristal protéico esta presente em todas as cepas altamente ativas e é
produzido na fase de esporulacdo. Ja as toxinas Mtx parecem ser
sintetizadas somente na fase vegetativa (Charles et al., 1996). Os genes
das toxinas Mtx e Mtx2, com massa molecular de 100 e 30.8 kDa, foram
clonados de uma linhagem de média toxicidade SSII - 1 (Thanabalu et al.,
1991; Thanabalu e Porter, 1995). O papel da Mtx na toxicidade da
bactéria ainda ndo foi esclarecido pois estas toxinas sao secretadas no
meio e sofrem degradacao devido a acdo de proteases. Entretanto, varios
estudos indicam que a toxicidade das principais cepas do B. sphaericus é
devido a toxina Bin, pois apenas cepas que possuem esta toxina
apresentam alta atividade larvicida (Tabela 1). A protoxina presente no
cristal € composta por duas proteinas sintetizadas de forma equimolar e
de massa molecular de 42 e 51 kDa (Hindley e Berry, 1988; Berry et al.,
1989). Esta protoxina € um heterodimero formado por dois polipeptideos
denominados BinA e BinB respectivamente, que agem em sinergia, e por
isto ela é considerada uma toxina binaria (Bin) (Nicolas et al., 1993). Apds
a ingestdo pelas larvas, o cristal é solubilizado em pH intestinal alcalino e
a protoxina liberada no lumen é clivada proteoliticamente por serina-
proteases e atinge a forma de toxina ativa (Broadwell e Baumann, 1987).
Apds a clivagem por enzimas digestivas, os polipeptideos de 42 e 51 kDa
originam fragmentos menores de 39 e 43 kDa respectivamente (Baumann
et al., 1985). Esta toxina ativa interage com células do ceco gastrico e
intestino posterior da larva (Davidson, 1988).

Ensaios de ligagao in vitro entre a toxina radiomarcada e
microvilosidades intestinais de larvas (BBMF) de C. pipiens (Nielsen-
LeRoux e Charles, 1992), An. stephensi e An. gambiae (Silva-Filha et al.,

1997) demonstraram que a toxina liga-se a receptores especificos

13



Romao, T. P. A. 2005 Mecanismo molecular da resisténcia...

presentes nestas preparacdes. Em larvas de C. pipiens também foi
demonstrado que o componente BinB é o responsavel pela ligagdo com os
receptores de membrana, pois tem uma afinidade similar a toxina Bin
(Charles et al., 1997). Ja o componente BinA é o responsavel pela
atividade toxica do B. sphaericus, pois resultados obtidos previamente
(Yuan et al., 2001) indicaram que um simples aminoacido dessa proteina
é essencial para a toxicidade larval.

Os efeitos citopatoldgicos observados nas larvas apds ingestdo do
cristal podem ser observados apdés 30 minutos, e caracterizam-se por
alteracbes no epitélio intestinal tais como presenca de vacuolos
citoplasmaticos, destruicao das microvilosidades intestinais,
intumescimento celular e alteragdes mitocondriais (Davidson, 1981;
Charles, 1987; Singh e Gill, 1988).

4.2. O receptor da toxina Bin do B. sphaericus

A toxina binaria (Bin) do B. sphaericus liga-se especificamente a
uma classe de proteinas de membrana presentes na superficie das células
intestinais de larvas de C. pipiens, C. quinquefasciatus e An. gambiae (Oei
et al., 1992; Charles et al., 1997). Silva-Filha et al. (1999) identificaram o
receptor de toxina Bin em larvas de C. pipiens que é uma a-glicosidase de
60 kDa ligada a membrana celular por uma ancora do tipo glycosyl-
phosphatidylinositol (GPI). O alinhamento de sequéncias de aminoacidos
desta proteina, obtidos apds purificacdo parcial e microsequenciamento,
mostraram uma alta similaridade com 3 potenciais maltases de mosquitos
como Aedes aegypti e An. gambiae e similaridade com maltases de outros
dipteros como Drosophila melanogaster e D. virilis (Silva-Filha et al.,
1999). Este receptor foi denominado de cpom1 por Darboux et al. (2001).
Apds a clonagem do seu cDNA e expressao de proteinas heterdlogas,
observou-se que sua sequéncia de aminoacidos apresentou 39-43% de
identidade com a familia das maltases e que a proteina possui significante

atividade de a-glicosidase (EC 3.2.1.20). A sequéncia do gene do receptor
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da toxina Bin em C. pipiens encontra-se disponivel no “GenBank"
(Darboux et al., 2001). As a-glucosidades tem uma fungao importante na

digestao de acucares no intestino dos insetos (Terra e Ferreira, 1994).

4.3. Utilizacao do Bacillus sphaericus em campo

A diminuicdo da densidade populacional de vetores é reconhecida
como uma ferramenta efetiva para o controle de algumas doencas. Devido
a alta atividade do B. sphaericus contra larvas de C. quinquefasciatus e
sua boa persisténcia em aguas poluidas, esta bactéria tem sido
considerada um 6timo agente de controle de mosquitos em areas urbanas
(Hougard et al., 1993; Kumar et al., 1996; Barbazan et al., 1997; Yadav
et al., 1997; Regis et al., 2000; Silva-Filha et al., 2001). Produtos
comerciais a base de B. sphaericus estao atualmente disponiveis (Thiéry e
Hamon, 1998). A eficacia destas preparagdes bacterianas podem ser
influenciadas por varios fatores fisico-quimicos e fatores bidticos como
temperatura, pH da agua, exposicdo a radiacdo solar, taxa de
sedimentacao de esporos, poluicdo organica, estadio larval, densidade e
hidrodinamica do criadouro (Mittal, 2003). A reciclagem bacteriana, ou
seja, multiplicagdo vegetativa e esporulacao da bactéria em cadaveres de
larvas, explica a persisténcia dessa bactéria em certos tipos de criadouros
(Skovmand e Bauduin, 1997). Programas de controle de vetores
realizados no Brasil, em zonas endémicas para filariose bancroftiana na
regiao metropolitana do Recife comprovaram a eficacia do B. sphaericus
cepa 2362 para o controle populacional de larvas de C. quinquefasciatus.
Houve uma redugao na densidade populacional do vetor bem como na
taxa de microfilaremia local (Regis et al., 1995; Regis et al., 2000; Silva-
Filha et al., 2001).

15
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4.4. Desenvolvimento de resisténcia

Apesar da excelente atividade do B. sphaericus como larvicida, foi
observado que larvas de Culex, submetidas a forte pressao de selecao,
apresentaram resisténcia a este agente. A literatura registra alguns casos
de resisténcia observados, sob condicdoes de campo ou de laboratério.
Casos de resisténcia em campo foram detectados na Franca (Sinégre et
al., 1994), na india (Rao et al., 1995), no Brasil (Silva-filha et al., 1995) e
na China (Yuan et al., 2000). O nivel mais alto de resisténcia em
populagdes naturais foi detectado na China (22.000 vezes), possivelmente
devido a forte pressao de selecao exercida por mais de sete anos de uso
do biolarvicida.

Georghiou et al. (1992) obtiveram a primeira colénia (GEO) de C.
qguinquefasciatus resistente ao B. sphaericus sob condicdes de laboratério.
Esta col6nia se apresentou 100.000 vezes mais resistente a cepa 2362 em
relacdo a colonia susceptivel (Wirth et al., 2000). Uma colonia de C.
quinquefasciatus, originada de ovos coletados no Coque, localidade do
Recife, submetidas a uma continua pressao de selecdgo com o B.
sphaericus cepa 2362 durante 46 geracdes apresentou um nivel de
resisténcia de cerca de 163.000, em relacao a colonia susceptivel (Pei et
al., 2002).

Investigacbes preliminares em algumas colonias de Culex
resistentes demonstraram a existéncia de diferentes mecanismos de
resisténcia ao B. sphaericus. O alto nivel de resisténcia (>100.000 vezes)
na col6nia de laboratorio (GEO) desenvolvida por Georghiou et al. (1992)
foi causada pela falha na ligacao da toxina Bin com o receptor (Nielsen-
LeRoux et al., 1995). Este mesmo mecanismo foi observado em col6nias
de campo resistentes (BP) do sudeste da Franca (Chevillon et al., 2001;
Nielsen-LeRoux et al., 2002). ]Ja nas colonias de campo SPHAE da Franca
(Sinegre et al., 1994) e TUNIS da Tunisia, o mecanismo de resisténcia nao

esta correlacionado com a falha na ligacdo entre a toxina e receptor.
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Diante destas investigagbes ficou claro que diferentes genes estao
envolvidos nos mecanismos de resisténcia selecionados em populacoes de
Culex de laboratorio e de campo.

Darboux et al. (2002) estudaram a base molecular da resisténcia a
toxina Bin do B. sphaericus cepa 2362 na colonia GEO (Wirth et al.,
2000). Foi demonstrado que uma mutagao pontual na sequéncia do gene
do receptor, geradora de um cédon de terminacao da tradugdo prematuro,
resultou na producao de uma forma da molécula que é secretada devido a
perda da ancora GPI. A toxina Bin nao atua nas células intestinais das
larvas pois ndo ha interacdo com a membrana celular.

Estudos sobre a base genética da resisténcia em varias populagdes
de campo ou de laboratério mostraram que a herancga é recessiva (Tabela
2). Estes resultados indicam que ha pelo menos trés mecanismos distintos
envolvidos no fendbmeno de resisténcia: I - falha na ligacdo da toxina com
o receptor, com heranca autossomica recessiva; II - falha na ligacao da
toxina com o receptor, com heranca ligada ao sexo recessiva; III - nao
ocorre falha na ligacao da toxina com o receptor, com heranca ligada ao
sexo recessiva.

Tabela 2. Populagdes de Culex quinquefasciatus resistentes ao Bs.

Colonia Pais Tipo Razdo de Ligacao Forma de Referéncia
Selegdo resisténcia toxina- heranga
receptor
GEO EUA LAB >100.000 Nao Recessiva; Nielsen-LeRoux et al.,
autossdmica 1995
SPHAE Franca Campo >10.000 Sim Recessiva; Nielsen-LeRoux et al.,
ligada ao sexo 1997
Coque Brasil Campo 10 Sim ND Silva-Filha et al.,
1995
Kochi india Campo 150 ND* ND Rao et al., 1995
TUNIS Tunisia Campo >10.000 Sim Recessiva; Nielsen-LeRoux et al.,
ligada ao sexo 2002
BP Franga Campo >5.000 Nao Recessiva; Nielsen-LeRoux et al.,
ligada ao sexo 2002
RLCq1/C3-41 China LAB >144.000 Nao Recessiva; Oliveira et al., 2004
autossdmica
CgRL1/2362 Brasil LAB >163.000 Nao Recessiva; Oliveira et al., 2004

autossOmica

*ND: ndo determinado
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II1I. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Elucidar o mecanismo molecular da resisténcia de uma coldnia de Culex

guinguefasciatus altamente resistente ao Bacillus sphaericus cepa 2362.

OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1- Caracterizar o receptor da toxina Bin em larvas de uma col6nia sensivel
(CgSF) e resistente (CqRL1/2362) ao B. sphaericus cepa 2362;

2- Identificar a presenca de mutacdes implicadas com a resisténcia;

3- Produzir uma proteina recombinante do receptor em Escherichia coli;

4- Obter anticorpos policlonais anti-proteina recombinante para deteccdo

do receptor nativo em preparagoes de larvas.
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RESUMO

A atividade larvicida do Bacillus sphaericus (Bs) depende da ligacao da
toxina binaria (Bin) com um receptor especifico presente no epitélio
intestinal de larvas de culicideos. Este trabalho descreve a clonagem e
sequenciamento do gene deste receptor em larvas de Culex
qguinquefasciatus de uma coldnia susceptivel (CqSF) e de uma resistente
(CqRL1/2362) ao Bs, para elucidar o mecanismo molecular da resisténcia.
Ensaios de afinidade in vitro mostraram que uma proteina de 60 kDa é o
receptor da toxina na colonia CqgSF e nenhuma molécula funcional foi
observada em preparagoes da colonia CqRL1/2362. O sequenciamento do
gene obtido da col6nia CqSF mostrou uma seqléncia de 1925 pb
composta por regides 5 e 3'ndo traduzidas, sequéncia codificadora e
intron. A respectiva sequéncia do gene para a colonia CgRL1/2362
mostrou uma delecao de 19 nucleotideos, geradora de uma mudanca na
fase de leitura de 28 aminoacidos e de um codon de terminagao da
traducdo prematuro. A presenca deste cdédon prematuro pode
desestabilizar o respectivo mRNA, e impedir sua tradugao, bem como leva
a sintese de uma proteina truncada sem a ancora GPI necessaria a sua
localizagdo na membrana epitelial. Em ambos os casos a auséncia do
receptor no epitélio intestinal seria a causa da resisténcia. Neste trabalho
foi produzida ainda uma proteina recombinante do receptor de 45 kDa que
mostrou funcionalidade, demonstrando que o sitio de ligacao esta
localizado na porcao N-terminal da molécula. Anticorpos obtidos contra
esta proteina recombinante demonstraram ser uma 6tima ferramenta de

deteccao do receptor nativo.

Palavras-chave: Culex quinquefasciatus; Bacillus sphaericus; Receptor;

Resisténcia.
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I. Introducao

Algumas bactérias entomopatdgenas do género Bacillus que
apresentam acdo larvicida para os dipteros, sdao consideradas agentes
eficazes para o controle de culicideos e simulideos, pois produzem toxinas
com grande poder inseticida, além de apresentarem facilidades para a
producao em larga escala, armazenamento, transporte e aplicagao. O
Bacillus sphaericus merece destaque como agente larvicida para o Culex
pipiens quinquefasciatus (C. quinquefasciatus), vetor da filariose linfatica,
pois esta € uma espécie altamente susceptivel a este agente, e tem sido
utilizada com sucesso em programas de controle de vetores (Hougard et
al., 1993; Kumar et al., 1996; Barbazan et al., 1997, Yadav et al., 1997;
Regis et al., 2000).

O principal fator toxico do B. sphaericus é uma protoxina presente
no cristal de natureza protéica formado durante o processo de esporulagao
(Broadwell e Baumann., 1987). Apds a ingestao pelas larvas, o cristal é
solubilizado em pH intestinal alcalino e a protoxina liberada no Iumen é
clivada proteoliticamente por serina-proteases atingindo a forma de toxina
ativa (Broadwell e Baumann, 1987). A protoxina € um heterodimero
formado por dois polipeptideos, de 42 e 51 kDa, denominados BinA e BinB
respectivamente (Davidson et al., 1990). Estes polipeptideos agem em
sinergia e por esta razdo a toxina é considerada binaria (Bin) (Nicolas et
al., 1993). Apos a clivagem por enzimas digestivas, os polipeptideos de 42
e 51 kDa originam fragmentos de 39 e 43 kDa respectivamente (Baumann
et al., 1985). Ensaios de ligagao in vitro entre a toxina Bin radiomarcada e
preparacoes contendo microvilosidades intestinais de larvas (BBMF) de
Culex pipiens (Nielsen-LeRoux e Charles, 1992), Anopheles stephensi e
An. gambiae (Silva-Filha et al., 1997) demonstraram que a toxina Bin
liga-se a uma unica classe de receptores especificos presentes na BBMF. A
presenca de receptores é determinante para a acdo da toxina Bin visto

que em preparacoes de BBMF de larvas de Aedes aegypti, uma espécie
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naturalmente refrataria, ndao foi detectada ligacdo especifica da toxina
(Nielsen-LeRoux & Charles, 1992).

Silva-Filha et al. (1999) identificaram o receptor de toxina Bin em
larvas de C. pipiens que é uma a-glicosidase de 60 kDa ligada a
membrana celular por uma ancora do tipo glycosyl-phosphatidylinositol
(GPI). Este receptor foi posteriormente clonado e denominado cpmli
(Culex pipiens maltase 1) por Darboux et al. (2001). Apds expressao da
proteina heteréloga Cpm 1 a partir de seu cDNA clonado, observou-se que
sua sequéncia de aminoacidos apresentou entre 39 e 43% de identidade
com a familia das maltases e que esta proteina exibiu significante
atividade de a-glicosidase (EC 3.2.1.20).

Apesar do modo de acao altamente especifico e seletivo do B.
sphaericus, foi observado que populacdes de Culex, submetidas a uma
forte pressdao de selecdao, podem apresentar resisténcia a este agente.
Casos de resisténcia em campo apds tratamento intensivo de populagoes
naturais foram registrados na India (Rao et al., 1995), no Brasil (Silva-
Filha et al., 1995) e na China (Yuan et al., 2000). A resisténcia também
foi obtida sob condicdes de laboratério (Rodcharoen e Mulla, 1994; Wirth
et al., 2000). Em outro estudo, sob condicdes de laboratério, uma col6nia
de C. quinquefasciatus (CqRL1/2362) foi submetida a uma pressao de
selecao durante 46 geracdes com o B. sphaericus cepa 2362 e atingiu um
alto nivel de resisténcia (>163.000), em relacao a colonia susceptivel (Pei
et al., 2002).

O problema focalizado neste trabalho é o fendmeno da resisténcia
de larvas de Culex ao B. sphaericus. O aparecimento dos primeiros casos
de resisténcia apontou a necessidade de se aprofundar os estudos sobre o
mecanismo molecular deste fenébmeno, a fim de racionalizar o uso do B.
sphaericus. A investigagao de algumas populacdes resistentes mostrou
gue o principal mecanismo de resisténcia é a falha na etapa de ligacao da
toxina Bin ao seu receptor, embora haja relatos de colonias cujo
mecanismo de resisténcia é distinto e ainda nao foi elucidado (Nielsen-
LeRoux et al., 1995, 1997, 2002; Oliveira et al., 2004). O unico relato da
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literatura a cerca da base molecular da resisténcia a toxina Bin foi
realizada por Darboux et al. (2002) que estudaram a col6nia GEO de C.
pipiens, selecionada sob condicdes de laboratério e altamente resistente
ao B. sphaericus cepa 2362 (Wirth et al., 2000). Na analise comparativa
da sequéncia do gene Cpm 1 obtido da colénia GEO e de uma col6nia
susceptivel foram detectadas sete mutacles, seis das quais nao
repercutem sobre o sitio de ligacdo da toxina ou sobre a atividade da a-
glicosidase. Neste trabalho foi demonstrado que apenas uma mutagao
pontual geradora de um cdédon de terminacdo da traducdo prematuro na
sequéncia, resultou na producao de uma proteina secretada devido a
perda da dncora GPI. A toxina Bin ndo causa os efeitos citopatoldgicos nas
células intestinais do mosquito pois ndo ha interacdo com a membrana
celular, através dos receptores de membrana.

No presente trabalho foi realizado um estudo da base molecular da
resisténcia ao B. sphaericus cepa 2362 em uma colénia de C.
quinquefasciatus altamente resistente (CgRL1/2362), obtida
anteriormente, sob condigdes de laboratoério (Pei et al., 2002). Ensaios de
ligagdo in vitro, entre a toxina Bin radiomarcada e BBMF de larvas desta
colénia, mostraram que a resisténcia é causada pela falha na etapa de
ligacdao da toxina Bin ao seu receptor (Oliveira et al., 2004). Estudos sobre
a base genética da resisténcia na colonia estudada mostraram que a
heranca é autossdmica recessiva (Oliveira et al., 2004). Nosso objetivo foi
identificar o receptor da toxina Bin do B. sphaericus em C.
qguinquefasciatus e elucidar a base molecular da resisténcia exibida pela
colonia CqgRL1/2362 a fim de contribuir para o conhecimento do modo de

acao e para o uso adequado do larvicida B. sphaericus.
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II. Metodologia

1. Colonias de Culex quinquefasciatus

Neste trabalho foram utilizadas duas colonias de C.
quinquefasciatus, estabelecidas previamente a partir de ovos coletados
em diversos criadouros no bairro do Coque, Recife-PE. As colOnias foram
mantidas no insetario do departamento de Entomologia do CPgAM sob as
seguintes condigdes: temperatura de 28 + 1°C, umidade relativa 65-85 %
e fotoperiodo 12:12 h (dia/noite). Os adultos foram alimentados em
solucao de sucrose a 10 % e o repasto sanguineo das fémeas foi feito em
Gallus sp. As larvas foram alimentadas com ragdao para gatos,
autoclavada. Larvas de 4° estadio das seguintes coldnias foram utilizadas:
a) CqSF: colonia de referéncia susceptivel ao Bacillus sphaericus cepa
2362 (Bs 2362).

b) CqRL1/2362: colOnia selecionada previamente em laboratorio (Pei et
al., 2002) e que apresenta um alto nivel de resisténcia (>160.000) ao
Bs 2362.

2. Deteccao do receptor em larvas de Culex quinquefasciatus

2.1. Preparacao de fracoes ricas em microvilli intestinal de larvas

As preparacoes ricas em microvilli do epitélio intestinal (BBMF)
foram obtidas a partir de larvas inteiras de C. quinquefasciatus, através
do método de centrifugacdo diferencial e precipitacdo com ions de
magnésio, segundo Silva-Filha et al. (1997). Em seguida, as preparagoes
de BBMF foram solubilizadas com o detergente CHAPS (Extrato-CHAPS)
segundo Silva-Filha et al. (1999), para seu emprego nos ensaios de
afinidade in vitro para deteccao do receptor. A qualidade das preparacoes
de BBMF e dos extratos-CHAPS foi avaliada a partir do enriquecimento das

atividades da leucina-aminopeptidase/LAP (EC 3.4.11.1) e da a-
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glicosidase/GLI (EC 3.2.1.20), enzimas marcadoras de microvilli intestinal,
segundo Silva-Filha et al. (1999). As dosagens de proteinas foram feitas
segundo Bradford (1976), utilizando uma curva padrao de albumina do

soro bovino.

2.2. Preparacao da toxina ativa e imobilizacdao em suporte sélido

A toxina utilizada nos experimentos foi purificada a partir do
recombinante B. thuringiensis sorovar. israelensis cepa 4Q2-81, que
contém os genes da toxina binaria do B. sphaericus (Bourgouin et al.,
1990). Apds a obtencao da cultura esporulada, os cristais foram
purificados e processados in vitro até a forma de toxina ativa, segundo
Nielsen-LeRoux e Charles (1992). Os lotes de toxina ativa foram
imobilizados por ligagao covalente sobre microesferas de “Sepharose ®”,
segundo as recomendacdes do fabricante (cédigo 17-0430-01, Amersham
Biosciences®). A toxina imobilizada sobre este suporte sdlido (esferas-Bin)

foi empregada nos testes de afinidade.

2.3. Ensaios de afinidade para deteccao do receptor

Os ensaios foram conduzidos a partir da incubacao entre as esferas-
Bin (30 ul) e o extrato-CHAPS de larvas das col6nias CqSF e CqRL1/2362
(30 ug de proteina), ou a proteina recombinante do receptor (Rec-45 kDa)
(vide item 4). A incubacao foi feita em um volume total de 100 ul em
tampdo PBS (NaH,PO4 2,1 mM/Na,HPO4 14 mM/NaCl 150 mM), pH 7.4, a
temperatura ambiente, durante toda a noite. Apds a incubagdo, as
esferas-Bin foram separadas do sobrenadante por centrifugacao (10.000
g, 15 min, 4°C), lavadas com PBS/Azida 0,02%, submetidas a separacao
eletroforética (SDS-PAGE) e transferidas para uma membrana de PVDF
(“polyvinylidene fluoride”). A membrana foi submetida a um “Western-
blot” utilizando anticorpos primarios anti proteinas de BBMF ou anticorpos
anti Rec-45 kDa obtidos neste trabalho (vide itens 4.2 e 4.3). Neste
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procedimento de imunodeteccao, a membrana foi bloqueada em tampao
TBS-T (Tris 20 mM pH 7.6/ NaCl 500 mM/Tween 20 a 0.05%) contendo
leite desnatado a 5% por uma hora a temperatura ambiente. Em seguida,
a membrana foi incubada por mais uma hora com o 1° anticorpo em
tampao TBS-T em uma diluicao de 1:200. Posteriormente, a membrana foi
incubada com o 2° anticorpo (anti IgG de coelho conjugado com
peroxidase) em tampao TBS-T em uma diluicao de 1:15.000 e submetida
a deteccao através do sistema ECL (Amersham Biosciences). Entre cada
incubacao a membrana foi lavada 3 vezes com tampao TBS-T. O papel
dos anticorpos foi evidenciar se alguma das proteinas do extrato-CHAPS
ou a proteina recombinante (Rec-45 kDa) empregados na incubacao
ligava-se especificamente a toxina imobilizada sobre as microesferas. A
especificidade da ligacao de uma proteina as esferas-Bin, foi determinada
a partir de uma incubacao idéntica a precedente, na presenca de um
excesso de toxina livre (30-60 pg de proteina) que agiu como um

competidor em relagao a toxina imobilizada (Figura 1 do apéndice).

3. Clonagem e sequenciamento do gene do receptor

3.1. Extracao de DNA total de larvas

Larvas do 4° estadio das col6nias CqSF e CgRL1/2362 foram
maceradas em 400 ul de tampao de lise (NaCl 0.4 M, Tris-HCI 10 mM pH
8,0 e EDTA 2 mM pH 8,0), 7 pl de solugao de proteinase K (10 mg/ml) e
72 pl de SDS a 10%. O macerado foi incubado a 65°C durante a noite.
Apdés a adicdo de 420 pl de NaCl 5 M a suspensdao, a mistura foi
homogeneizada por 1 min, seguida de centrifugacdao a 10.000 g por 20
min. O DNA foi precipitado do sobrenadante pela adicao de igual volume
de isopropanol, incubado a -20°C por 1 hora e centrifugado a 10.000 g
por 20 min. O sedimento foi lavado com etanol 70%, seco e
ressuspendido em 300 pl de tampdao TE (Tris-EDTA, 10:1 mM) estéril,

segundo Ayres et al. (2002). O material obtido foi purificado com
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fenolcloroférmio e utilizado nas reacdes de PCR (Reacdo em Cadeia da

Polimerase).

3.2. Amplificacao de fragmentos do gene do receptor por PCR

Foram desenhados 8 primers especificos (Tabela 1) a partir de
trechos conservados na sequéncia do cDNA do receptor da toxina Bin em
C. pipiens descrita por Darboux et al. (2002) e disponivel no “GenBank”
(AF222024), para serem utilizados na amplificagao de fragmentos do gene
do receptor da toxina Bin a partir de DNA genOmico de larvas de C.
quinquefasciatus das col6nias CqRL1/2362 e CqSF. Os primers 5’-3’ foram
desenhados com um sitio de restricdo inicial para a enzima Pst 1
(CTGCAG) e os primers 3'-5' foram desenhados com sitio de restricao
inicial para a enzima Hind III (AAGCTT). As reacdoes de PCR foram
realizadas em um volume final de 25 ul contendo 0,2 mM de cada dNTP,
1,6 uM de cada primer (Tabelas 1 e 2), 2,5 U de Platinum Tag DNA
Polimerase® (Invitrogen), tampao contendo 20 mM Tris-HCI pH 8.4 / 50
mM de KCI, 1,4 uM de MgCl, e 100 ng do DNA molde. Cada amostra foi

amplificada em um termociclador BIOMETRA® programado para uma
etapa de desnaturagao a 94°C por 3 min, seguido de 35 ciclos a 94°C por
50 seg, 55°C por 50 seg e 72°C por 120 seg, e uma etapa final de 72°C
por 10 min. Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese
em gel de agarose 0.8% em tampao TBE 0,05X, corado com brometo de

etideo e visualizado em um transiluminador de luz ultravioleta.
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Tabela 1. Primers desenhados a partir do cDNA do receptor da toxina Bin

em Culex pipiens e respectiva posicao na seqliéncia.

Primer Sequéncia Posicao
1 5'-GCACTGCAGATGCGACCGCTGGGAGCTTTG-3' 1-22
2 5'-CGACTGCAGCAGCACGCGACGTTCTACCAG-3'’ 94-114
3 5'-GAAAAGCTTCAGCTGGAAGTTGAACGGCAT-3' 940-960
4 5'-AACAAGCTTACGAAATCTCCCAGGTCCACG-3’ 1524-1544
5 5'-GACAAGCTTGTAATTTATGACTACACGAAG-3’ 1734-1754
6 5'-CGCCAGGGAGCTCACATGCCGTT-3' 925-947
7 5'-AACAAGCTTGAAATCTCCCAGGTCCACGGT-3’ 1522-1542
8 5'-CACAAGCTTCTCTCAGCACAACCGAATC-3’ 1645-1663

*Letras em negrito indicam sitios de restricdo na sequéncia dos primers para Pst 1 (CTGCAG) e
Hind III (AAGCTT)

Tabela 2. AssociagOes dos primers utilizados em cada reacao em cadeia
da polimerase e tamanho em pares de bases (pb) dos fragmentos

esperados excluindo o 1° intron.

Associacdes Tamanho (pb)
1-3 =960
2-3 =867
2-4 =1451
2-5 =1661
2-7 =1449
2-8 =1570
6-4 =620
6-5 =830
6-7 =618
6-8 =739

3.3. Digestao, purificacao dos produtos de PCR e clonagem do

gene em vetores especificos

Os fragmentos amplificados foram submetidos a extracdo com
fenolcloroférmio, cloroférmio hidratado seguido de precipitagao com NaCl
0,3 M e 2,5 volumes de etanol, centrifugacao e ressuspensao em tampao

TE (Tris-HCI 10 mM / EDTA 1 mM). Apds a extracdo os fragmentos foram
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digeridos com as enzimas de restricao Pst 1 / Hind 111 por 4 horas a 37°C e
passaram por inativacao por 15 min a 65°C para gerar extremidades
adesivas facilitando a clonagem. Os vetores plasmidiais de expressao e de
clonagem utilizados, também foram submetidos a digestdao com as
enzimas citadas. Todo os fragmentos digeridos foram purificados com o
Kit Qiaex II gel extraction® (Qiagen), e as combinagdes vetor
plasmidial/fragmento de PCR foram tratados com T4 DNA ligase®
(Biolabs) a 400 U/ul. Os fragmentos de =960 e 1449 pb gerados pelas
associacoes de primers 1-3 e 2-7 (Tabela 2), foram selecionados para
clonagem no plasmidio pGEM3Zf* (Promega - vetor de clonagem). Ja o
fragmento de =867 pb do gene do receptor em C. quinquefasciatus gerado
pela associacao de primers 2-3 (Tabela 2) foi selecionado para clonagem
usando o plasmidio pRSETc (Invitrogen - vetor de expressao). A Figura 2
(apéndice) resume os procedimentos de clonagem. Apds a etapa de
ligacao, os DNAs plasmidiais foram empregados na transformacao de
bactérias competentes (Escherichia coli DH5a). Foram realizadas Mini e
Maxi preparacoes de DNA plasmidial, estas foram purificadas,
guantificadas e encaminhadas ao sequenciamento para a obtencao da

sequéncia completa do gene do receptor.

3.4. Extracdo de RNA total de larvas, isolamento de RNA poli (A)*
e RT-PCR

O RNA total de conjuntos de 40 larvas do 4° estadio das colOnias
CgSF e CqRL1/2362 foi extraido com uma solucdo de trizol e cloroférmio
hidratado com &gua DEPC, seguido de precipitagdo com isopropanol,
lavagem com etanol a 70%, centrifugacao e ressuspensao com H,O DEPC.
O RNA Poli (A)* foi isolado das extracbes de RNA total utilizando-se o
Oligotex mRNA Purification Kit® (Qiagen). As amostras de RNA foram
quantificadas através de espectrofotometria (A= 260 nm) e analise em gel
de agarose 1% em comparacao com o marcador de peso molecular 1 Kb

Plus DNA Ladder® (Invitrogen). A reacao de transcricao reversa (RT-PCR)
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foi realizada a 37°C por 1 hora com =50 ug de RNA total ou =250 ng de
mRNA, 7,5 U de transcriptase reversa AMV® (Gibco BRL), tampao
contendo 50 mM Tris-HCI pH 8.3 / 9mM MgCl, / 50 mM NaCl / 1mM de
DTT e 2 uM de primer 4. A enzima transcriptase reversa foi inativada a
55°C por 10 min. As reacoes de PCR foram realizadas em um volume final
de 25 ul, contendo: 0,2 mM de cada dNTP, 1,6 uM da associacao de
primers 6-7 (Tabela 2), 2,5 U de Platinum Tag DNA Polimerase®
(Invitrogen), tampao com 20 mM Tris-HCI pH 8.4 / 50 mM de KCl, 1,4 uM
de MgCl; e 5 ul do cDNA. Cada amostra foi amplificada sob as mesmas

condicOes descritas no item 3.2.

3.5. Amplificacao de fragmentos do cDNA do receptor por RACE

A técnica de RACE (Rapida amplificacdo das porgdes finais do cDNA)
foi realizada de acordo com o protocolo do GeneRacer® Kit (Invitrogen).
Primeiramente, cerca de 250 ng de mRNA foram submetidos as seguintes
reacoes: desfosforilacago com 10 U de fosfatase intestinal de bezerro
(CIP); remocdo da estrutura 5’ cap através de uma pirofosfatase acida de
tabaco (TAP); ligacao do GeneRacer® RNA oligo (5-CGA CUG GAG CAC
GAG GAC ACU GAC AUG GAC UGA AGG AGU AGA AA-3") ao mRNA sem a
estrutura 5’ CAP através da adicao de 5 U de T4 RNA ligase na reacdo. A
reacao de transcricao reversa foi realizada a 50°C por 1 hora com =250 ng
de mRNA processado, 200 U de transcriptase reversa SuperScript® III
(Invitrogen), tampao com 50 mM de Tris-HCIl pH 8.3 / 75 mM de KCl / 3
mM MgCl,, 0,5 mM de cada dNTP e 50 uM de primer GeneRacer® oligo dT
(5'-GCT GTC AAC GAT ACG CTA CGT AAC GGC ATG ACA GTG (T)18/24-3").
A enzima transcriptase reversa foi inativada a 70° C por 15 min. Cada
reacao de PCR foi realizada em um volume final de 25 ul contendo 0,2 mM
de cada dNTP, 0,6 uM do GeneRacer® 5’ primer / 0,8 uM do primer 7 ou
0,8 uM do primer 2 / 0,6 uM do GeneRacer® 3’ primer (Tabela 1 e 3), 2,5
U de Platinum Tag DNA Polimerase® (Invitrogen), 2,5 ul de tampao 10X,
1,4 uM de MgCl, e 1 pl do cDNA respectivo. As amplificacoes foram
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realizadas sob as mesmas condicdes descritas no item 3.2. Os produtos de
PCR da reagao acima foram submetidos a uma segunda amplificagao com
um novo conjunto de primers adaptadores GeneRacer® 5’ Nested
primer/primer 3 ou GeneRacer® 3° Nested primer/primer 6
respectivamente (Tabela 1 e 3), sob as mesmas condigdes anteriormente
citadas. Os novos produtos de PCR foram purificados com Kit de
purificacago GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit® (Qiagen),
clonados em TOPO® vetor através do TOPO TA cloning® Kit for

Sequencing (Invitrogen) e sequenciados.

Tabela 3. Sequéncias dos primers utilizados no GeneRacer® Kit.

Primer Sequéncia
GeneRacer® 5’ Primer 5’-CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3’
GeneRacer® 5’ Nested Primer 5'-GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA-3’
GeneRacer® 3’ Primer 5’-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG-3'
GeneRacer® 3’ Nested Primer 5’-CGCTACGTAACGGCATGACAGTG-3'

3.6. Sequenciamento e montagem da sequéncia do gene do

receptor

Cada amostra plasmidial foi purificada com Qiagen Plasmid Max Kit®
(Qiagen). Para sua quantificacdo, aliquotas de DNA plasmidial linearizado
foram comparadas em gel de agarose 1% com quantidades definidas de
marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder® (Invitrogen). Para
cada reacdao de sequenciamento cerca de 1 ug de plasmidio e 2 ul de
primer a 5 uM foi enviado para o Centro de Estudos do Genoma Humano -
USP/Setor de Sequenciamento de DNA. Os eletroferogramas das reacoes
de sequenciamento foram analisados através do programa BioEdit. Os
alinhamentos das sequéncias e montagem da sequéncia final foi realizado
através do programa MegaAlign. O alinhamento multiplo de proteinas
ortélogas de varios insetos foi realizado através do programa BioEdit,

usando a ferramenta de alinhamento Clustal W.
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4. Producgao da proteina recombinante do receptor

4.1. Transcricao e traducgao in vitro

A construcao plasmidial pRSETc/Frag. 2-3 foi linearizada com a
enzima de restricdo Hind III a 37° C e submetida a extragdao com
fenolcloroférmio, cloroférmio hidratado seguido de precipitacdo com NaCl
0,3 M e 2,5 volumes de etanol 100%, centrifugacao e ressuspensao em
tampao TE. Aproximadamente 3 ug de DNA plasmidial linearizado foi
transcrito in vitro com 5 ul do tampao de transcrigao (Tris-HCI 100 mM /
MgCl, 150 mM), 2 ul de T7 RNA polimerase 5 U/ul (Amersham
Biosciences), 0,5 ul de cada rNTP (UTP, ATP, GTP e CTP) a 100 mM, 0,5 ul
de DTT 1 M, 1,5 ul do inibidor de RNAse e H,O em um volume final de 50
ul. A reacao foi incubada a 37° C por 1 hora. Apds esse tempo foi
adicionado 0,5 ul de T7 RNA polimerase na reagao e incubada a 37° C por
30 minutos. Ao término da incubacdao adicionou-se ao sistema 50 pl de
tampao TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM) para cessar a reacao. Do volume
final da reagao de transcricao (100 ul), foi analisado 1 pul dos transcritos
em gel de agarose a 1%. Os RNAs sintéticos obtidos foram extraidos em
fenolcloroférmio nas mesmas condicdes citadas anteriormente e
ressuspendidos em 30 pl de tampdo TE. Uma aliquota de 1 ul de RNA
purificado (21 pg/ul) foi traduzido em 3,3 ul de lisado de reticulécito de
coelho (sistema de tradugcao - Promega) suplementado com 0,2 ul de
metionina marcada com 3°S (2,5 uCi/reacdo). A reacdo foi submetida a
uma temperatura de 30° C por 90 minutos seguida de adicao do tampao
de amostra Laemmli 2X. Os produtos das tradugdes foram separados por
eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% sob condi¢cdes desnaturantes

(SDS-PAGE) e exposto ao filme B-Max® (Amersham) para autoradiografia.
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4.2. Expressao e purificacdo da proteina recombinante (Rec-45
kDa)

Para expressar a proteina recombinante de =45 kDa (Rec-45 kDa),
codificada pelo fragmento de =867 pb obtido pela associacao de primers
2-3 (Tabela 2) e clonado no vetor de expressao pRSETc (Figura 2 do
apéndice), células competentes do tipo BLR de E. coli foram
transformadas com o plasmidio e plaqueadas em meio LB suplementado
com ampicilina, tetraciclina (12 pg/ml) e cloranfenicol (20 pg/ml). Uma
colonia da placa foi selecionada, inoculada em 10 ml de meio LB com os
mesmos antibioticos acima citados e incubada a 37°C, sob agitacao por 12
horas. A cultura crescida foi inoculada em 500 ml de meio de cultura (LB)
suplementado apenas com ampicilina (100 pg/ml) e submetida as
mesmas condigdes de incubacao citadas anteriormente. O crescimento
bacteriano foi monitorado através da densidade d6tica (A=600 nm) de
aliquotas do meio de cultura no espectrofotometro. Ao atingir densidade
otica de 0,5, as bactérias foram induzidas a 30° C com IPTG na
concentracgao final de 0,1 mM durante 4 horas. Uma aliquota de 200 ul de
meio de cultura foi centrifugada a 5.000 g por 3 min. Ao sedimento foi
acrescentado 80 ul de tampao de amostra Laemmli 2X e 15 ul da amostra
foi submetida a eletroforese SDS-PAGE 15%, o gel foi corado com azul de
comassie R-250 e analisado. O volume restante foi centrifugado a 5.000 g
por 10 min a 4° C. O sedimento obtido foi ressupendido em 20 ml de
tampao PBS para posterior lise através de um sonicador. Foi adicionado
Triton-X 1% final ao lisado para posterior centrifugacao a 5.000 g por 10
min a 4° C. Ao sobrenadante foi adicionado imidazol 5 mM e 200 ul de
resina de agarose Ni-NTA® (Qiagen) previamente equilibrada com PBS
apos trés lavagens consecutivas. A mistura foi incubada por 1 hora a 4° C
sob leve agitacdo. Apos incubacao a amostra foi centrifugada a 5.000 g
por 2 min, o sobrenadante foi descartado e a resina foi lavada trés vezes

com 1 ml de tampdo PBS. A proteina Rec-45 kDa ligada a resina foi eluida
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através de sucessivas lavagens com tampdo de lavagem (50 mM de
Na,P04/300 mM de NaCl/ 10% de glicerol pH 6) e 20 mM de imidazol (1°
lavagem); tampdo de lavagem e 0.5 M de imidazol (2° e 3° lavagens). A
resina final foi ressuspendida com 200 pul de PBS/glicerol 10% e
armazenada a - 70°C. Um volume de 10 ul de cada eluato e da resina
restante foi acrescido de igual volume de tampao Laemmli 2X e 10 pl foi
submetido a eletroforese em SDS-PAGE 15%, visualizado apds coloracao

com azul de Comassie R-250, para avaliar a purificagao.

4.3. Obtencao de soro policlonal anti Rec-45 kDa

Foram utilizados dois coelhos para imunizagdao com a proteina Rec-
45 kDa. Antes da etapa de imunizagao, foi coletada uma amostra de 10 ml
de sangue dos animais para obtencdo do soro pré-imune. Este soro foi
coletado do sangue apods centrifugacdo a 5.000 g por 10 min e
armazenado a - 70°C. Cerca de 200 pg da proteina Rec-45 kDa foi
fracionada em gel preparativo SDS-PAGE 12,5%, visualizada apés
coloracao com azul de comassie R-250 e extraida através de seccao do gel
preparativo. A banda extraida do gel, correspondente a Rec-45 kDa (200
ug), foi macerada em um sistema duplo de seringas junto com 200 ul de
adjuvante de Freund (Gibco BRL Life Technologies) e 600 ul de tampao
PBS. A emulsdo foi inoculada em cada coelho pela via subcutanea em trés
pontos. Foram realizadas quatro imunizagdes com intervalo de 15 dias. Na
1° imunizacdo foi utilizado o adjuvante completo, enquanto que nas
demais imunizagdes foi utilizado o adjuvante incompleto. Apés a 3°
imunizacgao, foram coletadas amostras de soro dos coelhos para o teste do
anticorpo quanto ao reconhecimento da proteina Rec-45 kDa. De acordo
com o resultado obtido no teste preliminar, foi realizada uma puncgao
cardiaca nos animais para obter grande quantidade de soro contendo os
anticorpos policlonais anti-45 kDa. O soro foi armazenado a - 70°C para
posterior avaliacdo da sua eficacia em sistemas de western-blot para a

deteccao da prépria proteina Rec-45 kDa ou do receptor nativo.
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III. Resultados

1. Deteccao do receptor em larvas da colonia CqSF e CqRL1/2362

1.1. Deteccao do receptor por afinidade

Ensaios de ligacao foram feitos entre a toxina Bin imobilizada e o
extrato de proteinas de microvilli intestinal solubilizadas pelo CHAPS
(extrato-CHAPS) das colb6nias susceptivel CqSF e resistente CqRL1/2362.
Foi evidenciada uma banda com aproximadamente 60 kDa na colonia
CqSF. A presenca desta banda demonstrou que aquela proteina liga-se
especificamente a toxina imobilizada sobre as microesferas (Figura 1,
CgSF -). A especifidade da banda foi comprovada pela reducao da sua
intensidade em amostras onde a incubacao foi feita na presenca de um
excesso do competidor (Figura 1, CqSF +). Na incubacao realizada com
extrato da colonia CgRL1/2362 nado foi detectada a presenca de receptor
funcional (Figura 1, CqRL1/2362).

2. Clonagem e sequenciamento do gene

2.1. Analise in silico de sequéncias

Inicialmente, a sequéncia de cDNA do receptor da toxina Bin em C.
pipiens, obtida no “GenBank” (AF222024) foi comparada as sequéncias
dos genes de proteinas ortélogas identificadas em sequéncias genOmicas
de Anopheles e Drosophila. De uma forma geral as sequéncias protéicas
sao bastante semelhantes mas existem diferencgas significativas em alguns
trechos, em especial, nas extremidades amino e carboxi-terminal. A nivel
de nucleotideos nao existem sitios de restricdo conservados entre as
sequéncias de C. pipiens e Anopheles a nao ser um sitio para Pvu II na
posicao 957 do gene de Culex. Em uma primeira abordagem partimos

para amplificar por PCR e clonar o gene do receptor de C.
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quinquefasciatus, utilizando para isso a sequéncia do gene de C. pipiens
como molde para o desenho de primers 5 e 3’ especificos. Entretanto,
antevendo dificuldades para o seu desenho, devido as variagdes nas
sequéncias entre as duas subespécies, foram selecionados os trechos mais
conservados no cDNA do receptor em C. pipiens, a partir da comparagao
com as sequéncias de Anopheles e Drosophila.

Uma observacao interessante resultante da andlise de sequéncias foi
a identificacdo da presenca de introns neste gene nas sequéncias
gendmicas obtidas de Anopheles e Drosophila. O primeiro intron de ambas
as sequéncias € o mesmo e parece ser conservado evolutivamente. Este é
um intron de fase 0 e que provavelmente estaria presente no gene do
receptor da toxina Bin em C. pipiens (cuja sequéncia foi derivada do seu
cDNA) e em C. quinquefasciatus (Figura 2). Este intron em Anopheles
comeca apos os aminoacidos TYY e termina antes dos aminoacidos GEE,
da posicao 1263 a 1325. Os mesmos aminoacidos flanqueiam o primeiro
intron em Drosophila que vai da posicao 1231 a 1296. Essas trincas sao
conservadas no cDNA da a-glicosidase em C. pipiens sinalizando o
possivel local onde haveria um intron. Com base na sequéncia de
Anopheles, um segundo intron foi previsto para o gene do receptor da
toxina Bin em C. pipiens e em C. quinquefasciatus. Este intron em
Anopheles comeca apdés os aminoacidos KAG e termina antes dos
aminoacidos DEV, da posicao 1763 a 1840. Essas trincas também sao
conservadas no cDNA da a-glicosidase em C. pipiens sinalizando o local
onde haveria um segundo intron nesta espécie. Estes dados da presenca
de introns sdao de grande relevancia tendo em vista que neste trabalho

foram utilizadas sequéncias gendmicas de C. quinquefasciatus.
2.2. Amplificacao do fragmento por PCR e clonagem

Foram desenhados oligonucleotideos (primers) com sitios de
restricdo especificos para permitir a amplificacdo e clonagem de

fragmentos do gene do receptor da toxina Bin a partir do DNA gendmico
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de larvas de C. quinquefasciatus das colonias CqSF e CgRL1/2362.
Inicialmente, todos os primers desenhados foram testados quanto a sua
eficiéncia em amplificar fragmentos do gene a partir do DNA genémico de
C. pipiens em reacoes de PCR. Todos os primers anelaram eficientemente
a sequéncia génica de C. pipiens, cujo DNA foi utilizado como molde
(Figura 3A).

A técnica ja otimizada foi aplicada em PCR utilizando como molde o
DNA genomico de C. quinquefasciatus (Figura 3B). Trés associacdes de
primers foram selecionados e utilizados em PCRs com DNA genOmico de
C. quinquefasciatus: 1-3, 2-7 e 2-3 (Tabela 3). Os fragmentos de =960
pb (associacao de primers 1-3) e =1449 pb (associacdao de primers 2-7)
foram clonados em pGEM3Zf", sequenciados e analisados. O fragmento de
=867 pb (associacao de primers 2-3) foi clonado no pRSETc, descrito mais
adiante. As amplificacoes de fragmentos do gene do receptor foram
obtidas de larvas da col6nia CqSF e da colonia CqRL1/2362 (Tabela 3)
evidenciando que o gene do receptor estad presente em larvas da colOnia
resistente, apesar desta proteina ndo ter sido detectada em fragdes de
microvilli intestinal de larvas desta col6nia (Figura 1). Apenas os primers
8 e 5 (Tabela 1) ndo anelaram a sequéncia do gene resultando assim na
auséncia de um fragmento génico correspondente a sequéncia de
aminoacidos da porcdo carboxi-terminal do receptor, que incluiria o 2°

intron predito.

2.3. RT-PCR e deteccao do mRNA do gene do receptor

A técnica de RT-PCR foi realizada com o objetivo de detectar se o
MRNA do gene do receptor estava presente nas larvas das colonias CqSF
e CqRL1/2362, isto &, se o gene do receptor estava sendo transcrito. Em
amostras de mRNA isolado de larvas armazenadas a - 70°C da col6nia
CqgSF onde a enzima transcriptase reversa estava presente, foi observada
uma banda de tamanho esperado do fragmento do cDNA do receptor

(>550 pb) indicando a presenca do mRNA na amostra de RNA total
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(Figura 4). Ja na amostra de mRNA isolado de larvas armazenadas a -
70°C da colonia CqRL1/2362 nao houve amplificacdo de nenhum
fragmento, indicando que ndo havia mRNA no meio (Figura 4). E
interessante ressaltar que nas duas amostras, sem a enzima transcriptase
reversa, foi detectado um fragmento maior (>650 pb) idéntico ao gerado
na PCR com DNA gendomico (Figura 4). Esse resultado indica que a
polimerizacao foi feita a partir de DNA gendmico contaminante presente
no tubo de RNA total. A diferenca de tamanho dos fragmentos gerados a
partir do cDNA (>550 pb) ou DNA gendmico (>650 pb) é compativel com a
presenca de introns no gene, como predito a partir da andlise de
sequéncias. As mesmas amostras foram tratadas com DNAse, submetidas
ao RT-PCR, e nesse caso a amplificacao de tais fragmentos na auséncia de
transcriptase reversa foi abolida (resultados ndo apresentados). A
deteccao por RT-PCR dos mesmos fragmentos a partir de RNA total, em
lugar do mRNA purificado, de amostras de larvas armazenadas a -70°C
das col6nias CqSF e CqRL1/2362 mostrou resultados semelhantes.
Quando o RT-PCR foi conduzido novamente nas mesmas condicdes
citadas anteriormente porém empregando larvas frescas, detectou-se a
presenca do mRNA do receptor tanto nas amostras de larvas sensiveis
como nas de larvas resistentes (Figura 5). Estes resultados corroboram
com a hipdétese exposta posteriormente de que o mRNA do receptor de
amostras de larvas resistentes é instavel, e por isso ndo é detectado nas

amostras congeladas ao contrario das amostras frescas.

2.4. Amplificacao das extremidades 5’ e 3’ do cDNA do receptor

por RACE e clonagem

Para obter o fragmento génico de larvas das colonias CqSF e
CqRL1/2362 correspondente a porcao carboxi-terminal do receptor nao
obtido por PCR convencional (vide item 2.2), e para confirmar que a
proteina de 60 kDa detectada nos ensaios de afinidade é o receptor da

toxina Bin, foram isoladas as extremidades 5 e 3’ do cDNA
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correspondente. Oligonucleotideos do GeneRacer® Kit (Invitrogen) e
primers gene especificos permitiram a amplificacdo e clonagem de
fragmentos 5’ e 3’ do cDNA do receptor da toxina Bin a partir de mRNA
isolados de larvas das colonias CqSF e CqRL1/2362. Duas associagoes de
primers foram utilizados em PCRs com cDNA do receptor: (GeneRacer® 5’
primer e primer 7/GeneRacer® 3’ primer e primer 2). Outros dois
conjuntos de primers foram utilizados numa segunda amplificacao feita a
partir do produto de PCR anterior (GeneRacer® 5’ Nested primer e primer
3/GeneRacer® 3’ Nested primer e primer 6). Os fragmentos 5’ (1000 pb)
e 3’ (>850 pb) obtidos por RACE, que contém as extremidades 5’ e 3’ do

cDNA do receptor, foram clonados em TOPO® vetor (vetor de clonagem),

sequenciados e analisados.

2.5. Sequenciamento do gene e alinhamento miltiplo de

sequéncias

Dois clones de cada construgao plasmidial que continha o fragmento
do gene do receptor correspondentes a associagao de primers 1-3 e 2-7
para as colonias CqSF e CqRL1/2362 foram sequenciados. Quatro clones
de cada construcao plasmidial que continha o fragmento 5’ para col6nia
CgSF e 3’ para as col6nias CqSF e CqRL1/2362, obtidos através da técnica
de RACE, foram sequenciados em sua totalidade.

Apds a montagem da sequéncia final do gene do receptor para C.
qguinquefasciatus da col6nia CqSF foi obtida uma sequéncia de 1925 pb
com 59 pb da regiao 5 nao traduzida (5° UTR), 1743 pb de regiao
codificadora, 50 pb do 1° intron (identificado por comparacdo entre a
sequéncia do cDNA de C. pipiens com as sequéncias genbmicas e
derivadas do RACE de C. quinquefasciatus) e 73 pb da regiao 3’ nao
traduzida (3’ UTR) (Figura 6). Na regiao da 3’ UTR foram identificados, a
partir dos varios fragmentos de RACE obtidos, quatro sitios de inicio da

cauda poli-A com dois possiveis sinais de poliadenilacdao, sendo que
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apenas um deles é idéntico ao consenso AATAAA e estd associado a 3’
UTR completa.

A sequéncia do gene do receptor da toxina Bin de C.
quinquefasciatus comparada ao cDNA do receptor de C. pipiens
apresentou uma variacdo de 83 nucleotidios e a sequéncia protéica
deduzida variou em 16 aminoacidos, evidenciando a variacdo genética
existente entre estas duas subespécies (Figura 6).

A comparacao das sequéncias do gene do receptor de C.
qguinguefasciatus entre as colonias CgRL1/2362 e CgSF apresentou
variacdo de um unico nucletideo e uma delecao de 19 nucleotideos, na
posicao 1333 a 1352 (Figura 6). Essa delecao de 19 pb provoca uma
mudanca na fase de leitura gerando 28 aminoacidos em fase diferente e
um cédon de finalizacdo na posicao 1439. Este cdédon de finalizacao
estaria localizado antes do 2° intron previsto, através da andlise de
sequéncias in silico (item 2.1). Este 2° intron ndo pdde ainda ser
confirmado experimentalmente uma vez que estd posicionado fora da
sequéncia presente nos fragmentos gendmicos utilizados no
sequenciamento.

A sequéncia protéica do receptor de C. quinquefasciatus, composta
por 580 aminoacidos, foi utilizada em comparagdes com sequéncias
depositadas no banco de dados de proteinas visando identificar proteinas
ortélogas de outros dipteros. Varias maltases de insetos tiveram uma alta
homologia. Esta proteina foi entao alinhada a proteinas ortélogas de C.
pipiens (Darboux et al., 2001), Ae. aegypti (TC 44701 - 251 aminoacidos
da porcao carboxi-terminal de uma sequéncia de “EST” gerada pelo
projeto genoma de Ae. aegypti realizado pelo TIGR), An. gambiae
(EAA14808) e D. melanogaster (AAF53128.2) com similaridades de
sequéncia de 98, 80, 78 e 65% respectivamente (Figura 7). E possivel
identificar multiplos trechos de alta homologia e alguns segmentos mais
divergentes, em especial nas extremidades amino e carboxi terminais e

mais especificamente em D. melanogaster.
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3. Producao da proteina recombinante do receptor

3.1. Expressao e purificacao da proteina recombinante

Ensaios de transcricao e traducao in vitro, utilizando lisado de
reticuldcito de coelho, demonstraram que o plasmideo pRSETc contendo o
fragmento génico obtido pela associacdo de primers 2-3 gerou por
transcricao um mRNA especifico (por volta de 1 kb) que foi traduzido em
presenca de metionina marcada radioativamente. A autoradiografia
evidenciou uma banda protéica no tamanho esperado de 45 kDa (Figura
8).

A partir deste resultado foi realizada a expressdao da proteina
recombinante de 45 kDa fusionada a uma sequéncia de poli-histidinas na
sua extremidade amino-terminal. A analise em SDS-PAGE de extrato total
de E. coli transformada com esse plasmideo mostrou a presenca da
proteina recombinante esperada com um peso molecular de =45 kDa
(Rec-45 kDa). Esta foi produzida em larga escala através de inducdo da
expressao em bactérias competentes transformadas (Figura 9),
purificada por cromatografia de afinidade e utilizada para imunizacao de

coelhos e obtencdo de soro policlonal especifico (vide item 3.3).

3.2. Funcionalidade da proteina recombinante (Rec-45 kDa)

Os ensaios de afinidade para verificar a funcionalidade da proteina
recombinante mostraram que a Rec-45 kDa se ligou especificamente a
toxina Bin imobilizada. Na presenca de um excesso do competidor, a
banda nao foi observada o que demonstra a especificidade de ligagao
(Figura 10). Nesta figura pode ser observado o controle positivo
representado pela proteina nativa de 60 kDa do extrato de microvilli

intestinal solubilizado que ligou-se especificamente as esferas-Bin (Figura
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10). Este resultado evidenciou pela primeira vez que o sitio de ligacao da
toxina Bin localiza-se na porcao amino-terminal da molécula do receptor,

através da funcionalidade observada para esta proteina recombinante.

3.3. Funcionalidade dos anticorpos policlonais anti Rec-45 kDa

O teste preliminar realizado apdés 3% imunizacao dos animais
demonstrou que apenas um deles apresentou uma resposta positiva. O
soro policlonal anti Rec-45 kDa obtido apds puncdo cardiaca foi testado
guanto a sua capacidade de reconhecer a proteina Rec-45 kDa e a
proteina nativa de 60 kDa presente em extrato-CHAPS (proteinas de
microvilli intestinais solubilizadas) de larvas de C. quinquefasciatus. O
soro pré-imune coletado também foi testado em paralelo. Os ensaios de
afinidade seguidos por western-blot, utilizando o anticorpo primario anti
Rec-45 kDa, mostrou que o anticorpo reconheceu especificamente a
proteina recombinante de 45 kDa e o receptor nativo (60 kDa) em
extrato-CHAPS de larvas da colénia CgSF (Figura 11). O anticorpo
policlonal apresentou um 6timo reconhecimento do receptor nativo de 60
kDa pois esta molécula foi detectada tanto no extrato-CHAPS previamente
incubado com a toxina Bin imobilizada (Figura 11, Extrato total -),
como no extrato total sem ter passado pela etapa seletiva de incubacao
(Figura 11, Ex-T). Estes anticorpos servirao como ferramenta de
deteccao da expressao/localizacao do receptor nativo em preparacgoes de

larvas.

IV. Discussao

Apesar do excelente desempenho do B. sphaericus como larvicida
em programas de controle de vetores, sabe-se que populagdes de Culex
submetidas ao uso intensivo e prolongado podem apresentar resisténcia a
este agente (Georghiou et al., 1992; Rao et al., 1995; Silva-filha et al.,
1995; Yuan et al., 2000; Oliveira et al., 2003). Neste trabalho foi
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investigado o mecanismo molecular de resisténcia de uma colénia de C.
guinquefasciatus (CqRL1/2362) que foi submetida a forte pressao de
selegcdo em laboratério e apresentou um nivel de resisténcia elevado e de
uma ordem superior a 100.000 vezes em relacdo a uma colonia
susceptivel (CqSF) (Pei et al., 2002). Estudos recentes indicaram que o
mecanismo de resisténcia nesta col6nia estd associado a uma falha da
ligacao da toxina Bin ao receptor (Oliveira et al., 2004). Os resultados
obtidos neste trabalho de fato confirmaram que larvas da col6nia
resistente (CgRL1/2362) nao possuem receptores funcionais em
preparacoes ricas em microvilli intestinal (BBMF) ao contrario do que foi
demonstrado para a colonia CqSF. Nesta observou-se que uma proteina
de 60 kDa é o receptor da toxina Bin. Este resultado preliminar mostrou
que o receptor em C. quinquefasciatus poderia ser o mesmo do que
aquele descrito para larvas de C. pipiens (Silva-Filha et al., 1999; Darboux
et al., 2001)

Com base nestes resultados foi realizada a clonagem,
sequenciamento e caracterizacdao do gene do receptor da toxina Bin das
colonias CqSF e CqRL1/2362, para identificacdo de eventuais mutacoes
associadas a resisténcia e comparacdao do mecanismo de resisténcia com
aquele descrito em C. pipiens (Darboux et al., 2002). Os primers
especificos, desenhados a partir de cDNA do receptor da toxina Bin em C.
pipiens, permitiram a amplificacdo e clonagem de 89 % da sequéncia do
gene do receptor (fragmentos génicos gerados pela associacao de primers
1-3 e 2-7 que correspondem a uma sequéncia de 1590 pb contando com
1° intron previsto) em larvas de C. quinquefasciatus de ambas as coldnias.
O nao anelamento de dois dos oito primers sintetizados na sequéncia
génica estudada, impossibilitou a obtencdao do trecho do gene
correspondente a porcao carboxi-terminal do receptor onde esta presente
o 2° intron predito. Este evento é justificado pelas variacbes genéticas
evidenciadas entre a sequéncia do cDNA do receptor de C. pipiens

(Darboux et al., 2001), utilizado como molde para o desenho de primers,
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e a sequéncia do gene do receptor em C. gquinquefasciatus, obtida neste
trabalho.

As reagOes de transcricao reversa realizadas com mRNA isolados de
RNA total de larvas frescas das colonias CqSF e CqRL1/2362 evidenciaram
a presenca do mRNA do receptor da toxina Bin em larvas de ambas as
colonias, embora ndao houvesse moléculas funcionais nas preparagoes de
BBMF das larvas da colonia resistente. Porém deve ser ressaltado que a
auséncia do mRNA do receptor na colénia CqRL1/2362 quando foram
empregadas larvas congeladas leva a crer que este mRNA pode ser
instavel. A hipotese inicialmente proposta a partir destes resultados é que
poderia haver uma mutacao no gene que desse origem a um mMRNA
aberrante que estaria sendo degradado, e o receptor da toxina Bin nao
estaria sendo expresso. Sera necessaria a utilizacdo de uma técnica mais
refinada para a andlise quantitativa deste mRNA em amostras resistentes,
como o “northern-blot” ou PCR em tempo real, ja que a técnica de RT-PCR
apenas detecta a presenca ou auséncia do mRNA do receptor.

Os mRNAs de larvas frescas das col6nias CqSF e CqRL1/2362 foram
submetidos a técnica de RACE para o isolamento e clonagem das
extremidades do cDNA do receptor. O sequenciamento de fragmentos do
gene do receptor da toxina Bin ou do cDNA correspondente de larvas de
C. quinquefasciatus das colonias CqSF e CqRL1/2362 foi um passo
fundamental para a elucidacdo do mecanismo molecular da resisténcia. A
andlise comparativa dessas sequéncias facilitou a identificacdo de
mutacdes no gene da linhagem resistente que poderiam estar envolvidas
neste mecanismo, e a existéncia de variacdes genéticas (polimorfismos)
entre os genes do receptor de C. pipiens e C. quinquefasciatus. A
comparacgao entre as sequéncias do gene bem como do cDNA do receptor
de larvas sensiveis e resistentes, mostrou que uma delecao de 19
nucleotidios na col6nia resistente é responsavel pela mudanga na fase de
leitura de 28 aminoacidos e por um codon de terminagdo prematuro
(posicdo 1439). Este cdédon de terminagdo esta localizado logo apds o 1°

intron e antes do 2° intron predito. E sabido que na maioria das vezes um
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mRNA aberrante que possui um cédon de terminacdo da traducgao
prematuro (PTC), ou seja posicionado antes do ultimo intron do gene,
pode ser instavel e ser degradado pela via de decaimento de mRNA
mediada por mutagdes “nonsense” (NMD/“nonsense-mediated mRNA
decay”) (Gonzalez et al., 2001). Este mecanismo regula a terminacao
prematura da traducao e promove a degradacao dos transcritos
aberrantes que codificariam proteinas ndo funcionais e incompletas
(Gonzalez et al., 2001). O NMD é um exemplo de mecanismo de
sobrevivéncia evidenciado em varios organismos (Wilkinson e Shyu, 2002;
Singh e Lykke-Andersen, 2003; Culbertson e Leeds, 2003; Graham, 2003;
Holbrook et al., 2004). Uma outra hipdétese, caso o mRNA seja estavel, é
gue ele codificaria uma proteina de cerca 452 aminoacidos que seria
desprovida de uma extremidade carboxi-terminal contendo a ancora GPI.
Para que esta proteina atue como receptor da toxina Bin, é sabido através
de outros estudos, que é necessario haver um sitio de ligacdo funcional e
se apresentar sob a forma de proteina de membrana no epitélio intestinal
de larvas (Nielsen-LeRoux e Charles, 1992; Silva-Filha et al., 1997, 1999).

O Unico trabalho sobre a base molecular da resisténcia a toxina Bin
do B. sphaericus (Darboux et al., 2002) foi realizado a partir de uma
colonia de C. pipiens denominada GEO, selecionada previamente em
laboratério e que apresentou alto nivel de resisténcia (Wirth et al., 2000).
No caso da colonia GEO a base da resisténcia foi uma mutacao pontual no
gene do receptor, responsavel pela formacao de um cdédon de terminacgao
da traducdo prematuro, que resultou na producao de uma proteina de 566
aminoacidos desprovida de ancora GPI. O interessante é que a base
molecular da resisténcia investigada neste trabalho estd relacionada a
uma mutacdao bem mais extensa e que eventualmente interromperia a
expressao desta molécula, mesmo sob a forma de proteina secretada. A
partir destes resultados poder-se-ia pensar que a molécula que atua como
receptor para a toxina Bin em C. pipiens e C. quinquefasciatus estaria
presente em outras espécies, mesmo refratarias como Ae. aegypti, porém

com diferengas basicas que ndo permitissem a sua acao no meséntero.
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Como o receptor na realidade é uma enzima que possui primordialmente
um papel fisioldgico no processo digestivo, este achado seria bastante
plausivel (Darboux et al., 2002; Silva-Filha et al., 1999).

A proteina recombinante (Rec-45 kDa) obtida se ligou
especificamente a toxina Bin confirmando a identidade do fragmento
clonado no plasmidio de expressao como sendo o receptor da toxina Bin
em larvas de C. quinquefasciatus, além de caracterizar o local onde esta
presente o sitio de ligagcao a toxina Bin. Este resultado demonstrou que o
sitio de ligacao da toxina Bin esta localizado na porgao amino-terminal da
molécula. O estudo comparativo desta regidao com as respectivas
sequéncias de outras espécies susceptiveis e refratarias poderiam
permitir, através do emprego de técnicas especificas como mutagénese
sitio dirigida, a determinacdao do epitopo correspondente ao sitio de
ligacdo propriamente dito. Serdo realizados ensaios de afinidade entre as
respectivas proteinas Rec-45 kDa clonadas a partir do DNA das col6nias
CgSF e CgRL1/2362 para confirmar que o sitio de ligacdo da proteina Rec-
45 kDa da colonia resistente é também funcional e reforcar a base
molecular da resisténcia evidenciada neste trabalho.

Uma vez comprovada a eficacia do anticorpo anti Rec-45 kDa em
reconhecer especificamente o receptor nativo da toxina Bin em extratos
protéicos de larvas de C. quinquefasciatus da colonia CqSF, sera
necessario testar a presenca deste receptor em preparacoes de larvas da
colonia CqRL1/2362. Este anticorpo policlonal servird como ferramenta de
deteccao da expressao/localizacao do receptor em larvas de Culex através
de ensaios de imunodeteccao com diferentes tipos teciduais para
demonstrar a hipotese de degradacao do mRNA do receptor pela via NMD.
Estes anticorpos policlonais, bem como primers desenhados com base no
estudo comparativo de sequéncias do gene do receptor, podem ser
empregados como ferramentas de diagnostico de populagdes resistentes
de Culex durante a execucdao de programas de controle utilizando

larvicidas a base de Bs.
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Estudos de resisténcia as toxinas Cry produzidas pelo Bacillus
thuringiensis (Bt), detectada por larvas de coledpteros e lepidopteros tém
sido extensivamente realizados dada a importancia do seu emprego na
agricultura (Ferré & Van Rie, 2002). Ja foram detectados dois mecanismos
basicos de resisténcia: 1 - modificacdo ou auséncia de ligacdo entre as
toxinas Bt e seus receptores de membrana intestinal especificos (Van Rie
et al., 1990; Ferré et al., 1991) e 2 - alteracdes na atividade de
proteinases intestinais responsaveis pela ativacdo da protoxina no
intestino das larvas (Forcada et al., 1996; Oppert et al., 1997; Pang et al.,
1999; Herrero et al., 2001). Ainda nao foram realizados estudos mais
aprofundados com a finalidade de elucidar qual a base molecular do
mecanismo de resisténcia ao Bt, a nivel estrutural de sequéncia génica
codificadora do receptor especifico, como foi elucidado neste trabalho para
0 gene do receptor da toxina Bin em C. quinquefasciatus. Neste trabalho,
os resultados evidenciam que o receptor nativo (60 kDa) da toxina Bin em
larvas de C. guinquefasciatus é o mesmo descrito inicialmente para C.
pipiens (Silva-Filha et al., 1999; Darboux et al., 2001) e que a delegao
existente na sequéncia do gene do receptor de larvas da col6nia
CgRL1/2362 nao afeta o sitio de ligacdo na molécula do receptor, ao
contrario de hipoteses propostas em outros trabalhos (Nielsen-LeRoux et
al., 1995). A partir dos resultados obtidos seria possivel sugerir que a
molécula alvo de acao da toxina Bin seria passivel de um certo nivel de
polimorfismo nas populacdoes naturais e este seria um aspecto importante
a ser investigado. A producdao de conhecimento cientifico a respeito do
receptor da toxina Bin em C. guinquefasciatus e a compreensao da base
molecular da resisténcia ao Bs nesta espécie permitem adotar estratégias
capazes de evitar ou retardar o fendmeno da resisténcia bem como

fornecer suporte para o uso racional deste biolarvicida.
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V. Conclusao

O receptor nativo da toxina Bin em larvas de C. quinquefasciatus é uma
maltase de 60 kDa cujo sitio de ligacdo para toxina Bin esta localizado na
porcao amino-terminal desta proteina. O gene do receptor de larvas da
colonia CgSF possui uma sequéncia de 1925 pb. A sequéncia do cDNA do
receptor de C. quinquefasciatus apresenta variacdes genéticas em relagao
ao cDNA de C. pipiens. A delecao detectada na sequéncia do gene do
receptor de larvas da colonia CgRL1/2362 é responsavel pela resisténcia.
Os anticorpos policlonais detectaram eficientemente o receptor nativo
sendo uma ferramenta eficaz de deteccao do receptor em preparagoes de

larvas.
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FIGURAS
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Figura 1. Ensaio de afinidade para detecgao do receptor da toxina Bin do
Bacillus sphaericus (Bs). Incubacdo entre extratos-CHAPS (proteinas de
microvilli intestinal solubilizadas) de larvas de Culex quinquefasciatus
sensiveis (CqSF) e resistentes (CqRL1/2362) e a toxina Bin imobilizada.
Incubacao feita na presenca (+) ou na auséncia (-) da toxina livre em
excesso (competidor). Imunodeteccdo com anticorpos primarios anti-
BBMF. PM: marcador de peso molecular. A seta indica o receptor nativo
(60 kDa).

66



Romao, T.P.A. 2005 Mecanismo molecular da resisténcia...

&no 400 600 &o0 1000 1200 1400 1600

m HI
wa II
m HI
I I
I
In= II
= II
wa II

e
xh::::cc
:f

In= II

s

va I
ha I
=l I
Ara II
Hac II
Py I
B I
L= =
I I
e I
a II
u II

f
| |
M0k M0t G0t B0t IOt 200k 00k 1600 bp

[} ZD 6D | Exon 3 :j Excn i{}
Exon 1 ) <I7 (]3 (]s-

————— 7 toin-binding alpha-glucosidaze e—

{3 4

| | —8q1 1D
[ [ ——=wa I

——
=

[y

Figura 2. Esquema do cDNA do receptor da toxina Bin do Bacillus
sphaericus em Culex pipiens. Setas em verde indicam a posicao dos
primers 5’ utilizados, setas em vermelho indicam a posicao dos primers 3’
utilizados. Setas largas em rosa ilustram a posicdo dos éxons e na
interseccao das setas temos a localizacdo dos dois introns preditos por
analise de sequéncia de proteinas ortélogas de Anopheles sp. e Drosophila
sp.
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Figura 3. Anadlise dos produtos de PCR obtidos a partir de DNA gendmico
de larvas de Culex pipiens (A) e Culex quinquefasciatus (B) de uma
colonia susceptivel (S) e resistente (R). PM: marcador de peso molecular
em pares de bases (pb). Fragmentos do gene do receptor obtidos pela
associacao de primers e tamanho em pares de bases (pb) sem considerar

o 1° intron.
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Figura 4. Deteccao do mRNA do receptor da toxina Bin em larvas de
Culex quinquefasciatus armazenadas a — 70°C. RT-PCR de amostras de
mRNA isolados de RNA total de larvas congeladas sensiveis (CgSF) e
resistentes (CqRL1/2362) nao tratados com DNase. M: marcador de peso
molecular. RT-PCR com (+).e sem (-) a enzima transcriptase reversa
(controle negativo). PCR controle de DNA gendmico de larvas sensiveis
(S) (controle positivo). As setas indicam os fragmentos obtidos a partir de
cDNA (>550 pb) e de DNA gen6mico (>650 pb).
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Figura 5. Deteccao do mRNA do receptor da toxina Bin em larvas frescas
de Culex quinquefasciatus. RT-PCR de amostras de mRNA isolados de RNA
total de larvas frescas sensiveis (CqSF) e resistentes (CqRL1/2362) nao
tratados com DNase. M: marcador de peso molecular. RT-PCR com (+) e
sem (-) a enzima transcriptase reversa (controle negativo). PCR de DNA
gendmico de larvas sensiveis (S) (controle positivo) e resistentes (R). As
setas indicam os fragmentos obtidos a partir de cDNA (>550 pb) e de DNA
gendmico (>650 pb).
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Primer 8
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Primer 5
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g c c taa
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Figura 6. Sequéncia de nucleotideos do gene do receptor da toxina Bin do
Bacillus sphaericus em Culex quinquefasciatus e sequéncia de aminoacidos
deduzida. Os primers 5’ e 3’ utilizados estao indicados pelo texto em azul
e rosa respectivamente (o texto em verde indica local de interseccao dos
primers 3 e 6). Os nucleotideos e aminoacidos em vermelho sao aqueles
divergentes em relacao a sequéncia de Culex pipiens (os nucleotideos
correspondentes a C. pipiens estao abaixo da sequéncia). O texto em
itdlico indica o 1° intron conservado evolutivamente nas sequéncias
homologas de Anopheles sp. e Drosophila sp. A seta larga indica a
provavel localizagdo do 2° intron predito. A delecdo de 19 nucleotideos
presente no gene do receptor das larvas resistentes da colonia
CgRL1/2362 esta sublinhada (a localizacdo do cdédon de terminacao da
traducdo subsequente estd indicada em caixa com texto em negrito).
Flanqueando a delecao houve duas mudancas de nucleotideos que estao
indicadas acima do texto em negrito. Os dois provaveis sinais de
poliadenilagao estdo indicados em caixas e os sitios de adicdo de cauda
poli-A identificados por setas. O sitio de Hind III assinalado esta presente
apenas na seqléncia de C. quinquefasciatus e indica o final do fragmento

2-7 clonado e usado no sequenciamento.
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43 kDa

36 kDa -
29 kDa——p—

Figura 8. Transcricao e traducao in vitro do fragmento 2-3 do gene do
receptor da toxina Bin. Autoradiografia de eletroforese em gel de
poliacrilamida da traducao de mRNA transcrito in vitro e traduzido em
meio com lisado de reticul6cito e metionina marcada radioativamente. M:
marcador de peso molecular radioativo. A: amostra da proteina

recombinante (Rec-45 kDa) traduzida in vitro.
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Figura 9. Separacao eletroforética da proteina recombinante de 45 kDa
em SDS-PAGE apds inducao da expressdao em larga escala. M: marcador
de peso molecular. N: controle negativo. I1, 12, I3 e I4: indugbes da
expressao em larga escala da proteina recombinante antes e apds a
purificacao com resina NI-NTA®. BSA: albumina do soro bovino. A seta

indica a proteina Rec-45 kDa purificada.
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Extrato-CHAPS Rec-45 kDa

Figura 10. Ensaio de afinidade para testar a funcionalidade da proteina
recombinante de 45 kDa (Rec-45 kDa). Incubagao entre extrato-CHAPS
(proteinas de microvilli intestinal solubilizadas) de larvas de Culex
qguinquefasciatus ou a Rec-45 kDa, e a toxina Bin imobilizada. Incubacao
feita na presenca (+) ou na auséncia (-) da toxina livre em excesso
(competidor). Imunodeteccdo com anticorpos primarios anti-BBMF. PM:
marcador de peso molecular. As setas indicam o receptor nativo (60 kDa)
e a Rec-45 kDa.
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Figura 11. Ensaio de afinidade para avaliagdo da eficacia dos anticorpos
policlonais anti Rec-45 kDa. Incubacdo entre extrato-CHAPS (proteinas de
microvilli intestinal solubilizadas) de larvas de Culex quinquefasciatus e a
toxina Bin imobilizada. Extrato total sem incubagao com esferas Bin (Ex-
T). Controle positivo Rec-45 kDa. Incubagao feita na presenca (+) ou na
auséncia (-) da toxina livre em excesso (competidor). Imunodetecgdo com
anticorpos anti Rec-45 kDa. PM: marcador de peso molecular. As setas

indicam o receptor nativo (60 kDa) e a Rec-45 kDa.
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Figura 1. Representacdo do principio dos ensaios de afinidade para
deteccao especifica do receptor. Incubacdo das amostras de proteinas a
serem analisadas com as esferas-Bin na auséncia (A), € na presenca de
um excesso de competidor (B), para determinar a ligacao especifica de

proteinas a toxina Bin.
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Figura 2. Representacdo esquematica da clonagem de fragmentos do
gene do receptor da toxina Bin de larvas de Culex quinquefasciatus em
vetores especificos de clonagem e expressao. (A), fragmento 2-7 (1449
pb, associacao dos primers 2 e 7) e fragmento 1-3 (960 pb, associacao
dos primers 1 e 3) clonados para sequenciamento. (B), fragmento 2-3
(867 pb, associacao dos primers 2 e 3) clonado no vetor de expressao

para obtencao da proteina recombinante de 45 kDa.
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ABSTRACT

The larvicidal activity of the Bacillus sphaericus (Bs) is due to the
interaction of its binary toxin (Bin) with a specific receptor present in the
midgut epithelium of Culicidae larvae. This work describes the cloning and
sequencing of the gene encoding this receptor obtained from larvae of
Culex quinquefasciatus colonies susceptible (CqSF) and resistant
(CgRL1/2362) to Bs, in order to elucidate the molecular mechanism of
resistance. First, in vitro affinity assays demonstrated that the Bin toxin
receptor in the CqSF colony is a 60 kDa protein and that no functional
molecule was observed in preparations of CqRL1/2362 larvae. The
sequencing of the receptor gene from the CqSF colony revealed a 1925 pb
sequence composed of 5' and 3" untranslated regions, coding sequence
and intron. The corresponding sequence from the CgRL1/2362 colony
showed a deletion of 19 nucleotides which generates a change in the
reading frame for 28 amino acids and one premature translation stop
codon. The presence of this premature stop codon can destabilize the
respective mRNA, and prevent its translation, as well as lead to the
synthesis of a truncated protein lacking the GPI anchor required for its
positioning in the epithelial membrane. In both cases the absence of the
receptor in the midgut epithelium would be the reason for the resistance.
Here also a 45 kDa receptor recombinant protein was obtained and found
to be functionally active, demonstrating that the toxin-binding site is
located in the N-terminal portion of the molecule. Antibodies raised
against this recombinant protein proved to be an excellent tool for the

detection of the native receptor.
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