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INTERACAO DA TOXINA CrylAc DE Bacillus thuringiensis AS
MICROVILOSIDADES APICAIS DAS CELULAS DO INTESTINO MEDIO DE
Helicoverpa armigera HUBNER, 1805 (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) EM

DIFERENTES INSTARES LARVAIS

RESUMO - Helicoverpa armigera é uma praga altamente polifaga e ataca
culturas de grande importancia agricola em diversos paises do mundo. O controle
desta praga é realizado primariamente por inseticidas quimicos. Porém, o uso
indiscriminado do controle quimico levou a resisténcia de populacdes desta praga a
maioria dos inseticidas quimicos usados para seu controle, dificultando o seu manejo
no campo. Além do controle quimico, o controle de H. armigera tem sido realizado
com uso de plantas transgénicas que expressam a proteina CrylAc de Bacillus
thuringiensis (Bt) ou por bioinseticidas que contem esta e outras proteinas. No
entanto, estudos tém demonstrado uma diminuicdo significativa na susceptibilidade
de H. armigera as proteinas Cry com o aumento de seu desenvolvimento larval. O
mecanismo de resisténcia mais comum dos insetos as proteinas Cry € a reducéo de
ligacdo da proteina aos receptores presentes na membrana, levando a uma menor
afinidade de ligacdo da proteina aos receptores intestinais. Desta forma, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a susceptibilidade de lagartas de diferentes instares de H.
armigera a CrylAc e correlacionar com a capacidade de ligacdo da proteina CrylAc
as microvilosidades apicais das células colunares do intestino médio (BBMVS)
isoladas de todos instares larvais. Além disso, por meio de ensaios de
imunoprecipitacdo e andlise por cromatografia liquida acoplada a espectrofotometria
de massa, identificar as proteinas envolvidas na interacdo com a proteina CrylAc no
segundo e quinto instares de H. armigera. Foi observada uma reducao significativa na
susceptibilidade dos ultimos instares larvais de H. armigera a proteina CrylAc
comparado aos instares iniciais. Os valores estimados de CLso variaram de 31,1 a
2525,7 ng de proteina/cm? de dieta, em lagartas de primeiro e sexto instar,
respectivamente. Estes resultados evidenciam uma diferengca de 80 vezes na
susceptibilidade a proteina CrylAc do ultimo para o primeiro instar. Nos testes de
ligacdo de ELISA da proteina CrylAc as BBMVs dos diferentes instares, foi
constatada uma diminui¢do total na capacidade de ligacdo da proteina CrylAc as
BBMVs dos estadios mais tardios comparados aos iniciais, com afinidade de ligacédo
aparente de 3,88 vezes menor no ultimo instar comparado ao primeiro. Assim, uma
clara correlacao direta entre toxicidade de CrylAc e a afinidade de ligacdo da proteina
as BBMVs de H. armigera foi demonstrada. Os resultados dos ensaios de
imunoprecipitagdo demonstraram um padrao diferenciado de interagdo com a proteina
CrylAc no segundo e quinto instar. A proteina fosfatase alcalina (ALP) foi identificada
apenas no segundo instar, bem como, outras proteinas de membrana, como proibitina
e uma proteina de canal ibnico, que podem estar envolvidas para a alta toxicidade de
CrylAc em instares iniciais de H. armigera. A identificacdo e o papel funcional das
proteinas de ligacdo nos diferentes estadios de desenvolvimento de H. armigera,
facilitara a elucidacdo do mecanismo de acéo da proteina CrylAc e podera ajudar a
propor estratégias que retardem a evolucéo da resisténcia dos insetos as cultivares
transgénicas que expressam esta proteina.

Palavras-chave: Aminopeptidase N, controle biolégico, ensaios de ligacéo, fosfatase
alcalina, espectrofotometria de massa, cromatografia liquida, imunoprecipitacdo
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INTERACTION OF CrylAc TOXIN FROM Bacillus thuringiensis TO BRUSH
BORDER MEMBRANE OF Helicoverpa armigera HUBNER, 1805
(LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) MIDGUT IN DIFFERENT LARVAL INSTARS

ABSTRACT - Helicoverpa armigera is a highly polyphagous pest and attacks
important crops worldwide. The control of this pest is carried out primarily by chemical
insecticides. However, the indiscriminate use of chemical control, led to pest
populations to develop resistance to most of the chemical insecticides used for their
control, making it difficult to management in the field. In addition to chemical control,
H. armigera has been done by transgenic crops expressing CrylAc toxin from Bacillus
thuringiensis (Bt) or by biopesticides that contains CrylAc or other toxins. However,
studies have demonstrated a susceptibility decrease of H. armigera to Cry toxins with
their larval development increase. The most common mechanism of resistance used
by insects against Cry toxins is the reduced toxin binding to receptors present on the
membrane, leading to a lower binding affinity of the toxin to intestinal receptors. Thus,
the objective of this work was to evaluate the susceptibility of different instar larvae of
H. armigera to CrylAc toxin and to correlate with the CrylAc toxin binding capacity to
BBMV isolated from all larval instar. Furthermore, by pull-down techniques and liquid
chromatography coupled to mass spectrometry analysis, to identify the proteins
involved in the CrylAc toxin interaction in the second and fifth instars of H. armigera.
A significant reduction in the susceptibility of the late instars of H. armigera to CrylAc
toxin was observed compared to early instars. LCso estimated values ranged from 31.1
to 2525.7 ng of toxin/cm? of diet in first and sixth instar larvae, respectively. These
results point a difference of 80-fold in the susceptibility to Cry1Ac toxin from late to first
larval instar. In the ELISA binding assays results to BBMV of the different instars was
found a total decrease in the binding capacity of CrylAc toxin to BBMVs from late
instars compared to BBMV from early instars, presenting an apparent binding affinity
of 3.88 times lower in the last instars than the first. Thus, a clearly correlation between
Cry1Ac toxicity and binding toxin affinity to H. armigera BBMV has been demonstrated.
The pull-down assays demonstrated a different pattern of the interaction between
CrylAc toxin with the second and fifth instars. The protein phosphatase alkaline (ALP)
was identified only in the second instar, as well as, other membrane proteins, as
prohibitin and an ion channel protein, which may be involved for higher toxicity of
CrylAc in early instars of H. armigera. The identification and functional role of binding
proteins in the different stages of development of H. armigera will facilitate the
elucidation of the CrylAc toxin mechanism of action and will may help to propose
strategies that delay the insect resistance evolution to transgenic crops that express
this protein.

Key-words: Aminopeptidase N, biological control, binding assay, alkaline
phosphatase, mass spectrometry analysis, liquid chromatography, pull-down.



1. INTRODUCAO

Helicoverpa armigera (Hubner, 1805) (Lepidoptera: Noctuidae) é considerada
uma das pragas agricolas mais importantes do mundo. Altamente polifaga, esta praga
ataca 68 familias de plantas diferentes, entre elas varias culturas economicamente
importantes, como algodéao, soja, milho, sorgo, trigo, tomate, entre outras espécies
cultivadas e nao cultivadas (FITT, 1989; ZALUCKI et al., 1994; POGUE, 2004). Os
custos anuais em todo o mundo para o controle desta praga sao estimados em mais
de 2 bilhdes de dolares, excluindo os custos socioecondmicos e ambientais
associados ao seu controle (TAY et al., 2013).

O controle quimico é o principal método de controle de H. armigera em
diferentes partes do mundo, principalmente através de pulverizacbes de
organofosforados (clorpirifés), carbamatos (carbaril e tiodicarbe), piretréides sintéticos
(deltametrina e cipermetrina) e inseticidas fisiol6gicos (spinosad e abamectina)
(RAFIEE-DASTJERDI et al., 2008). No entanto, com a elevada pressdo de sele¢cao
causada pelo uso indiscriminado dos inseticidas quimicos varios casos de resisténcia
de populacbes de H. armigera aos inseticidas quimicos tém sido relatados em
diversos paises (McCAFFERY, 1998; AHMAD; ARIF; ZAHOOR, 2001; KRANTHI et
al., 2002; BASKAR; IGNACIMUTHUA, 2012). Esta espécie é a que apresenta maior
namero de relatos de resisténcia a inseticidas quimicos em todo o mundo
(WYCKHUYS et al.,, 2013). Além disso, uma série de problemas relacionados a
contaminagcdo ambiental, efeito deletério sobre os inimigos naturais e danos a saude
humana estédo frequentemente associados aos inseticidas quimicos. Desta forma, a
utilizacao de outras formas de controle que sejam efetivas contra esta praga e mais
sustentaveis sdo necessarias, como por exemplo a utilizagdo do agente
entomopatogénico Bacillus thuringiensis (Bt) na forma de bioinseticida ou planta
transgénica.

Bt € uma bactéria gram-positiva, que em sua fase de esporulacdo produz
proteinas na forma de cristais, conhecidas como proteinas Cry, que possuem
atividade inseticida sobre insetos de diversas ordens de importancia agricola, tais
como Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera, Diptera, nematoides e insetos
vetores de doencas humanas (LUO et al., 1997; SCHNEPF et al., 1998; MARROQUIN



et al., 2010; IBRAHIM et al., 2010; Van FRANKENHUYZEN, 2013). A proteina CrylAc
de Bt é extremamente toxica para esta praga e, atualmente, tem sido usada em todo
0 mundo em culturas transgénicas ou na forma de bioinseticidas formulados para o
controle desta praga (AKHURST et al., 2003; TABASHNIK et al., 2012).

O modo de acao das proteinas Cry foi proposto e foi particularmente bem
definido em proteinas CrylA em Manduca sexta (Lepidoptera: Shingidae) (BRAVO et
al., 2011). O processo de intoxicagdo de um inseto € complexo e composto de
multiplos eventos, envolvendo solubilizacdo e ativacdo da proteina, interacdo da
proteina com diferentes receptores no epitélio do intestino médio, oligomerizacdo da
proteina, insercdo dos oligdbmeros na membrana, formacéo de poros na membrana,
lise celular, choque osmético resultando na morte do inseto (VACHON et al., 2012;
PARDO-LOPEZ et Al 2013).

O modelo de ligacdo sequencial proposto por Bravo et al. (2004) sugere que
a proteina Cry apés solubilizada e ativada no limem intestinal do inseto interage
inicialmente com as proteinas aminopeptidade N (APN) e fosfatase alcalina (ALP),
ambas ancoradas em uma molécula de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (GOMEZ et al,
2006). Esta interacdo ocorre com baixa afinidade, no entanto, esta ligacdo concentra
a proteina ativada na superficie das microvilosidades apicais da membrana das
células do intestino médio (BBMVS), que em seguida, liga-se com alta afinidade ao
segundo receptor, uma proteina do tipo-caderina (GOMEZ et al.,, 2006). Essa
interacdo com caderina facilita a clivagem proteolitica da extremidade N-terminal
incluindo a-1 do dominio | e induz a oligomerizacdo da proteina e a formacao de um
tetramero da proteina, conhecido como, estrutura pré-poro (GOMEZ et al., 2002). A
estrutura oligomérica da proteina ganha uma alta afinidade aos receptores ancorados
em GPI, ALP e APN (ARENAS et al., 2010). A ligacao da estrutura pré-poro com ALP
e APN finalmente conduz a proteina a inser¢cdo dentro da membrana, formacdo do
poro, choque osmatico, lise celular e morte do inseto (PARDO-LOPEZ et al., 2013).

Entre as proteinas descritas na literatura como receptores proteicos
envolvidos na interacdo das proteinas Cryl as BBMVs de Lepidoptera, incluem, ALP
e APN, uma proteina do tipo caderina e um glicoconjugado de 270KDa (BRAVO et al.,
2007; PIGOTT & ELLAR, 2007; SOBERON et al., 2009). No entanto, tem-se sugerido,

gue outras moléculas podem estar envolvidas nesta interacao, tais como glicolipidios



(GRIFFITTS et al.,, 2003), a-amilases (FERNANDEZ-LUNA et al, 2010) e um
transportador do tipo ABC (ABCC2) (ZHOU et al., 2016). Além das proteinas ja
identificadas como receptores para CrylAc, outras proteinas podem estar envolvidas
na interagdo com esta proteina e podem desempenhar papel fundamental para
exercer o seu efeito toxico, bem como podem estar relacionadas a mutacfes para
resisténcia.

Concomitante a isso, existem varios estudos que demonstram uma diminui¢ao
significativa na susceptibilidade de H. armigera as proteinas Cry com o aumento de
seu desenvolvimento larval (BIRD; AKHURST, 2007; LI; BOWER, 2012). Esta
diferenca de suscetibilidade da praga as proteinas Bt ao longo de seu
desenvolvimento torna a eficiéncia da proteina dependente da composicéo etaria da
praga em campo, uma vez que os instares tardios sdo 0s mais vorazes e 0S menos
susceptiveis. Desta forma, € necessario um monitoramento etario constante da praga
na area para realizar aplicacdo de bioinseticidas a base de Bt ou para avaliar a

eficiéncia de controle por culturas Bt.

O mecanismo de resisténcia mais comum dos insetos as proteinas Cry, se da
pela reducdo de ligacdo da proteina aos receptores presentes nas BBMVs da
membrana do intestino médio dos insetos, que em diferentes espécies de lepiddpteros
incluem mutacdes nos receptores caderina, ALP e APN, levando a uma menor
afinidade de ligacédo da proteina Cry aos receptores intestinais, ou ainda, uma menor
expressao destes receptores na membrana (RAUSSEL et al., 2000; GAHAN et al.,
2001; MORIN et al., 2003; JURAT -FUENTES et al., 2004a; HERRERO et al., 2005;
GRIKO et al., 2008; ZHANG et al, 2009).

Aléem disso, a identificacdo das moléculas de ligacéo das proteinas Cry tem
sido realizada basicamente por técnicas in vitro. No entanto, existem poucos
resultados de pesquisa que envolvam estas moléculas de ligacdo, como participantes
no mecanismo de acdo de proteinas CrylA in vivo. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a susceptibilidade de diferentes instares larvais de H. armigera a
proteina CrylAc e correlacionar com a capacidade de ligacdo da proteina as BBMVs

isoladas de cada instar. Além disso, identificar por meio de ensaios de



imunoprecipitacdo as proteinas envolvidas na toxicidade de CrylAc em instares

iniciais e tardios de H. armigera.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Helicoverpa armigera (Hibner, 1805)

Helicoverpa armigera (Hubner, 1805) (Lepidoptera: Noctuidae) € uma praga
de importancia global, praga-chave na cultura do algodao em diversas regides do
mundo, e ataca varias espécies de importancia agricola, tais como, soja, milho, sorgo,
trigo, feijdo, tomate, hortalicas, plantas ornamentais (LAMMERS; MCLEOD, 2007,
FATHIPOUR; NASERI 2011). Estima-se que a perda mundial anual causada por esta
espécie em diferentes culturas chega a 5 bilhdes de délares (LAMMERS; MACLEOD,
2007). Sharma et al. (2008) relataram que a perda anual causada por H. armigera
supera R$ 5 bilhdes na Europa e que o custo anual da aplicacdo de inseticidas nas

lavouras, para o controle dessa praga € de R$ 1,5 bilh&o.

2.1.1 Origem e distribuicdo geogréfica

H. armigera é uma espécie endémica de regides da Africa, Europa, Asia
continental, Japéo, ilhas Canton e Fiji, Nova Zelandia, Nova Caledb6nia, Australia,
Nova Guine, leste da Indonésia, Kiribati e Polinésia (HARDWICK, 1965) (EPPO, 2007,
LAMMERS; MCLEOD, 2007).

Recentemente, tem sido relatada a ocorréncia de H. armigera na América do
Sul, sendo que em 2013 foi o primeiro relato de sua ocorréncia no Brasil, atacando
cultivos de soja e algodéo, nos estados da Bahia, Mato Grosso e Goias (CZEPACK et
al., 2013), Paraguai (SENAVE, 2013), em 2014 na Argentina (MURUA et al., 2014) e
em 2016 no Uruguai (CASTIGLIONI et al., 2016). Porém, com a extenséo da area
infestada, é provavel que H. armigera esteja presente em toda América do Sul, mesmo

antes de sua primeira deteccao (KRITICOS et al., 2015).



Embora o primeiro relato dessa espécie no Brasil tenha sido em 2013, Sosa-
Gomez et al. (2016) enfatizam que provavelmente esta espécie ja esta presente no
Brasil desde 2008 e passou desapercebida por parte dos agricultores devido a sua
semelhanca com Helicoverpa zea (Lepidoptera: Noctuidae).

Em 2015, o servico de Inspecéo Sanitaria do Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos reportou a primeira ocorréncia de H. armigera no pais, em um cultivo
de tomate, na Florida (APHIS, 2015). Desde que foi detectado a presenca de H.
armigera, em um cultivo de feijao, em Porto Rico, em setembro de 2014, especialistas
tém alertado os produtores, principalmente, quanto ao seu monitoramento e
desenvolvendo taticas de controle para conter o avanco da praga nos centros
produtores dos EUA (APHIS, 2014).

2.1.2 Aspectos bioldgicos de Helicoverpa armigera

Entre os principais aspectos bioecolégicos de H. armigera se destacam:
polifagia, alta capacidade de migratéria, alta capacidade reprodutiva, diapausa
facultativa e rapido ciclo de vida. Estas caracteristicas fisioloégicas e ecolbgicas
facilitam a sua sobrevivéncia, mesmo em habitats instaveis e favorecem sua
adaptacdo as mudancas sazonais (NASERI et al., 2010). De acordo com Jadhav et
al. (2013) todas estas caracteristicas facilitam a dispersao global dessa espécie.

As fémeas de H. armigera podem colocar até 3000 ovos em condi¢cdes de
laboratério, no entanto, seu potencial de fecundidade situa-se na faixa de 500-1000
ovos, dependendo das condicbes ambientais (MIRONIDIS; SAVOUPOLOU, 2008).
Frequentemente, a fecundidade desta espécie esta em funcdo da longevidade do
adulto (geralmente 7-20 dias em condi¢es de laboratorio) (SOLEIMANNEJAD et al.,
2010), condicdes climaticas e disponibilidade de hospedeiros (MAELZER; ZALUCKI,
1999).

O desenvolvimento larval de H. armigera compreende entre seis a sete
instares dependendo de condi¢fes climéticas. O limite minimo de desenvolvimento
oscila entre 11-12 °C, e sdo necessarios aproximadamente 475 graus-dias para
completar o ciclo da fase de ovo até a fase adulta. A temperatura ideal para o seu



desenvolvimento é de cerca de 31-34 °C, com um limite superior de cerca de 37-42
°C (MIRONIDIS; SAVOUPOLOU, 2008).

Em regides subtropicais e temperadas H. armigera entra em diapausa no seu
estagio de pupa durante os meses de inverno (FITT, 1989). Em regides tropicais,
poucas populacdes de H. armigera entram diapausa, isto ocorre devido ao alto regime
de chuvas e a alta abundancia de plantas hospedeiras que permitem a sobrevivéncia
da praga durante todo o ano (MAELZER; ZALUCKI, 1999). Em geral, a diminuicdo do
fotoperiodo juntamente com baixas temperaturas durante os estadios larvais e pré-
pupa determinam a proporcao da populacdo de H. armigera que entra em diapausa,
com as temperaturas de primavera/inverno determinando o tempo de emergéncia
(DUFFIELD; DILLON, 2005).

2.1.3 Aspectos morfoldgicos de Helicoverpa armigera

H. armigera é um inseto holometabolo, ou seja, possui metamorfose completa
(ovo-larva-pupa-adulto). Os ovos desta espécie séo inicialmente de coloracéo branco-
amarelada com aspecto brilhante logo e tornam-se marrons perto da ecloséo da larva
(ALI; CHOUDHURY, 2009). As fémeas ovipositam durante o periodo noturno e 0s
ovos sao colocados isoladamente ou em pequenos grupos, preferencialmente na face
abaxial (inferior) das folhas ou sobre talos, flores, frutos e brotagbes terminais das
plantas hospedeiras (MENSAH, 1996).

O desenvolvimento da fase larval de H. armigera estende-se por seis instares
em condicdes tropicais. Os instares iniciais apresentam colora¢édo branco-amarelada
a marrom-avermelhada e capsula cefalica entre marrom-escuro a preto. As lagartas
alimentam-se inicialmente das partes mais tenras das plantas, onde podem produzir
um tipo de teia, caracteristico de noctuideos. A medida que as lagartas se
desenvolvem apresentam listras de coloracdo marrom lateralmente no torax,
abdémen e na cabeca, de modo que, o tipo de dieta utilizado pela larva pode
influenciar na sua coloracdo (AVILA et al., 2013).

A partir do quarto instar, as lagartas passam a apresentar tubérculos escuros
e bem visiveis na regido dorsal do primeiro segmento abdominal, o que auxilia em sua

identificacéo e diferenciacao de outras espécies de Heliothinae (CZEPAK et al., 2013).



Além disso, uma particularidade desta espécie é o tegumento levemente coriaceo, o0
qgue tem sido frequentemente relacionado com a alta capacidade de resisténcia que
populacbes deste inseto aos inseticidas, especialmente para os produtos que tém
acao de contato, como piretroides, organofosforados e carbamatos (AHMAD et al.,
2001; MCCAFFERY; NAUEN, 2006).

O adulto de H. armigera apresenta, sobre as asas anteriores, uma linha com
sete a oito manchas, além de uma faixa marrom ampla transversal, na parte central,
ocorre uma marca em forma de virgula. As asas posteriores sdo mais claras e na
extremidade apical apresentam uma borda marrom escura, com uma mancha clara
no centro (EPPO, 1981) (Figura 1).

Tmm

Figura. 1. Diferencas morfolégicas entre machos e fémeas de adultos de Helicoverpa
armigera. Vista dorsal (1) e ventral (2) da fémea, vista ventral (3) e dorsal (4) do
macho, adaptado de Santos (2016).

2.2 Bacillus thuringiensis Berliner: Uma bactéria com propriedades inseticidas

A atividade inseticida da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) foi reconhecida

muito antes da bactéria ser identificada, alguns relatos tém sugerido que Bt tenha sido



usado anteriormente nas civiliza¢cdes antigas como a egipcia e chinesa (SANAHUJA
et al, 2011). No entanto, esta bactéria foi isolada pela primeira vez em 1901 pelo
bidlogo japonés Shigetane Ishiwatari, quando investigava a causa de uma doenca que
dizimava grandes populagbes de bicho-da-seda, Bombyx mori (Lepidoptera:
Bombycidae). Posteriormente, em 1911, a mesma bactéria foi isolada por Ernst
Berliner a partir da traca-da-farinha do Mediterraneo, Ephestia kuehniella
(Lepidoptera: Pyralidae) na provincia alemd da Turingia, por esta razdo ela foi
chamada de Bacillus thuringiensis Berliner (SIEGEL, 2000).

Bt € uma bactéria gram-positiva, pertencente a familia Bacillaceae e ao Grupo
cereus, que inclui Bacillus anthracis, Bacillus mycoides, Bacillus pseudomicoydes e
Bacillus weihenstephanensis (SAUKA; BENITENDE, 2008). Este grupo de bactérias
€ caracterizados principalmente pela formagdo de endosporos e por crescerem na
presenca de oxigénio.

B. anthracis e B. cereus sao agentes patogénicos de mamiferos, B. anthracis
€ 0 agente causador do antraz, uma doenca aguda, e muitas vezes letal para os seres
humanos e animais, enquanto que, B. cereus é um agente patogénico humano,
oportunista, que pode causar gastroenterite, infec¢des oculares e doenca periodontal,
entre outras doencas (IBRAHIM et al., 2010). Bt se distingue dos outros membros do
Grupo cereus pela caracteristica de produzir cristais durante a sua fase esporulacao.
As inclusdes cristalinas, conhecidos como proteinas Cry, produzidos por esta bactéria
sdo naturalmente toxicas para organismos invertebrados, especialmente, algumas

ordens de insetos.

2.2.1 Aspectos gerais das proteinas Cry

As proteinas Cry definidas séo inclusdes cristalinas produzidas por Bt, que
possuem atividades inseticidas contra organimos alvos, principalmente, diferentes
ordens de insetos, tais como, Coleoptera (subsp. Morrisoni biovar tenebrionis), Diptera
(subsp. israelensis) e Lepidoptera (subsp. kurstaki, aizawai e galleriae), bem como
para outros invertebrados, como nematoides e protozoarios (SCHNEPF et al., 1998;
IBRAHIM et al. 2010). As proteinas Cry tém sido amplamente utilizadas no controle

de pragas na agricultura, seja na insergcéo e expressao de genes cry em plantas ou



em produtos formulados para pulverizacédo. Estas proteinas tém sido reconhecidas
como proteinas formadoras de poros, agem principalmente no tecido digestivo dos
insetos, causando disrupgdo das células do epitélio intestinal, choque osmatico e
morte do inseto alvo (BRAVO et al., 2007).

A classificacdo das proteinas Cry baseia-se atualmente na identidade de
sequéncia de aminoacidos. As sequencias de genes cry foram divididas em pelo
menos quatro familias de proteinas filogeneticamente néo-relacionadas que podem
ter diferentes modos de acédo: a familia de trés dominios das proteinas Cry (3D), a
familia de proteinas Cry mosquitocidas (Mtx), a familia do tipo-binaria (Bin) e a familia
das proteinas Cyt (Cyt). Além disso, algumas cepas de Bt produzem proteinas
inseticidas em sua fase de crescimento vegetativo, nomeadas proteinas VIP (BRAVO
et al., 2011). Atualmente, existem cerca de 74 subgrupos principais de proteinas Cry
(Cryl1, Cry2, Cry3, Cry74), variando de 369 (Cry34) a 1344 aminoéacidos (Cry43)
(ADANG, CRICKMORE; JURAT-FUENTES, 2014).

Dominio lll

o
Dominio ll &\/’\7

Dominio Il

Figura 2. Estrutura tridimensional da proteina CrylAa (PDB: 1C1Y). a) Dominio | esta
representado na cor vermelha; enquanto que o dominio Il e dominio Il estdo
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representados na cor rosa e azul, respectivamente. b) rotacdo em z do dominio I, o
dominio Il esta rotacionado em 90°. Adaptado de Grochulski et al. (1995).

A maior familia de proteinas Cry, compreende as proteinas do grupo 3D,
sendo que representam 89% de todas proteinas Cry atualmente descritas, formadas
por pelo menos 40 subgrupos. A Figura 2 mostra a estrutura tridimensional da proteina
CrylAa. O dominio | € formado por um agrupamento de sete a-hélices e esta envolvido
na insercao da proteina dentro da membrana, oligomerizacédo da proteina e formacao
de poros. O dominio Il € um beta-prisma de trés folhas -antiparalelas em torno de um
nacleo hidrofébico com regibes de alcas expostas que estdo envolvidas no
reconhecimento do receptor. O dominio Ill, é um B-sanduiche de duas folhas
antiparalelas. Ambos os dominio Il e Ill estdo envolvidos na especificidade do inseto
alvo, por mediar interacdes especifica com as proteinas presentes nas

microvilosidades apicais do epitélio do intestino médio (BRAVO et al., 2007).

2.2.2 Modo de acéo das proteinas Cry

Uma das caracteristicas mais importantes das proteinas Cry € a sua alta
especificidade aos insetos alvo. Esta especificidade € em grande parte determinada
pela capacidade de ligacao especifica das proteinas Cry aos receptores presentes na
superficie das microvilosidades apicais das células colunares do intestino médio das
lagartas (BBMVs) (BRAVO et al., 2011). No caso dos lepiddpteros, as proteinas de
unido as proteinas Cry séo: caderina, ancoradas em glicosilfosfatidil inositol (GPI),
como a aminopeptidase N (APN) e fosfatase alcalina (ALP), glicoconjugado de 270
kDa e uma proteina chamada P252 (BRAVO et al., 2007; PIGGOT e ELLAR, 2007).
Este mecanismo pode ser ainda mais complexo, uma vez que outras moléculas
podem estar envolvidas, tais como glicolipidios (GRIFFITTS et al., 2003), a-amilases
(FERNANDEZ-LUNA et al, 2010) e um transportador do tipo ABC (ABCC2) (ZHOU et
al., 2016).

O mecanismo de acdo de proteinas Cry tem sido extensivamente estudado
na ordem Lepidoptera, especialmente na espécie Manduca sexta. Atualmente, os dois
modelos principais para descrever o mecanismo molecular de atividade das proteinas

Cry € o modelo de ativacao pela proteina quinase A (PKA) proposto por Zhang et al.
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(2006) e o0 modelo de ligacédo sequencial proposto por Bravo et al. (2004). O primeiro
foi proposto mediante a expressao heteréloga do receptor do tipo caderina de M. sexta
em linha celular High Five™, de Trichoplusia ni (Lepidoptera: Noctuidae) e o segundo
modelo foi proposto com base em dados obtidos em M. sexta, ambos tém sido
propostos para descrever a atividade da proteina CrylAb. Além disso, um terceiro
modelo tem sido proposto para explicar o modo de acdo da proteina CrylAc em
Heliothis virescens (Lepidoptera: Noctuidae). Este modelo sugere que a citotoxicidade
da proteina Cry se deve a efeitos combinados de lise osmética e sinalizacao
intracelular, e, portanto, elementos de ambos os modelos propostos por Bravo et al.
(2004) e Zhang et al. (2006).

O modelo de ativacdo de PKA sugere que uma Unica interacado da proteina
com o receptor primario induz a morte dos insetos susceptiveis, enquanto que o
modelo de ligacdo sequencial envolve a interacdo com pelo menos trés moléculas
apos o cristal ser ingerido, resultando na formacéo de poros na membrana do epitélio
do intestino do inseto. Ambos 0os modelos concordam nos primeiros passos de

solubilizag&o e ativagdo da proteina no limen intestinal do inseto.

2.2.2.1 Modelo de ativagao pela PKA

Zhang et al. (2006) propde que a correlacdo entre a formacao de poros e a
citotoxicidade nao foi demonstrada adequadamente e sugere um modelo de modo de
acao alternativo em que a proteina CrylAb mata as células de inseto exclusivamente

por lise osmética.
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Figura 3. Modelo de ativacao pela proteina quinase A (PKA). Adaptado de Zhang et

al. (2006).
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De acordo com este modelo, a proteina monomérica CrylAb se une
especificamente ao receptor do tipo caderina e inicia uma cascata de sinalizacao
dependente de Mg?*. Esta cascata estimula a sintese da proteina G, da proteina
adenilato ciclase, acumulagéo de AMP ciclico (AMPc) e ocorre a ativacao da proteina
PKA. A proteina PKA uma vez ativada, leva a desestabilizacdo das células do
citoesqueleto, dos canais ibnicos da membrana e subsequente a morte celular (Figura
3).

2.2.2.2 Modelo de ligagéo sequencial

O modelo de ligacdo sequencial foi sugerido por Bravo et al. (2004) e tem sido
particularmente bem definido mediante a acdo da proteina CrylAb em M. sexta
(Figura 4). O cristal proteico € ingerido pelo inseto e dissolvido devido ao alto pH no
limen intestinal do inseto, a protoxina é entdo, processada proteoliticamente por
proteases alcalinas presentes no liumen, liberando um fragmento téxico ativo de 65
kDa. A proteina Cry passa por complexos eventos de ligagdo sequenciais com as
diferentes proteinas presentes nas BBMVSs, resultando na insercdo da mesma na

membrana, formacéo de poro e posterior morte do inseto.

Bacillus thuringiensis

Py B
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Figura 4. Mecanismo de acdo de proposto para descrever a atividade inseticida da
proteina CrylAb em Manduca sexta segundo o modelo de ligacdo sequencial
proposto por Bravo et al. (2004). Adaptado de Pacheco et al. (2009).
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A primeira interacdo de ligacdo da proteina Cry ocorre através de regides
expostas do dominio Il e o dominio lll da mesma com APN e ALP de M. sexta (GOMEZ
et al, 2006). Esta interacdo ocorre com baixa afinidade, no entanto, esta ligacéo
concentra a proteina ativada na superficie das microvilosidades apicais da membrana
das células do intestino médio, que em seguida, liga-se com alta afinidade ao segundo
receptor, um receptor do tipo-caderina, através de alcas expostas do dominio II,
incluindo a a-2 e a-8 e particularmente a alca 3 em M. sexta, H. virescens e B. mori
(XIE et al., 2005; GOMEZ et al., 2006; ATSUMI et al., 2008). Essa interacdo com
caderina facilita a clivagem proteolitica da extremidade N-terminal incluindo a-1 do
dominio I, que induz a formagcdo de um oligbmero da proteina, conhecido como
estrutura pré-poro (GOMEZ et al., 2002). A estrutura oligomérica da proteina ganha
uma alta afinidade aos receptores ancorados em GPI, ALP e APN, envolvendo a alca
2 do dominio Il (ARENAS et al., 2010). A ligacao da estrutura pré-poro com ALP e
APN finalmente conduz as proteinas a insercdo na membrana, causando a formacéao
do poro, choque osmatico, lise celular e morte do inseto por septicemia (PARDO-
LOPEZ et al., 2013).

2.2.3 Interacado dos receptores com proteinas CrylA

A identificacdo das moléculas de ligacdo das proteinas CrylA tem sido
realizada basicamente por técnicas in vitro, tais como, ensaios de imunoprecipitacao,
ligand blot e recentemente, através de estudos de protedbmica. No entanto, existem
poucos resultados de pesquisa que envolvam estas moléculas de ligacdo, como

participantes no mecanismo de acéo das proteinas CrylA in vivo.

2.2.3.1 Aminopeptidade N

A familia das enzimas aminopeptidases € uma classe de enzimas que
desempenham um papel importante na degradacéo de proteinas durante a digestao.
Estas enzimas catalisam a clivagem de aminoéacidos localizados na extremidade

amino terminal dos peptideos e proteinas (PIGOTT; ELLAR, 2007). Estas enzimas
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estdo largamente distribuidas em organismos procariotos e eucariotos, além disso,
tem sido sugerido, que estdo envolvidas no transporte de peptideos através das
BBMVs (ANTONOQV et al., 1984). As aminopeptidases de insetos pertencem a familia
das aminopeptidase N (APN) e estdo presentes em alta abundancia nas BBMVs do
intestino (WANG; ZHANG, 2005).

A APN foi a primeira molécula descrita como receptora para a proteina CrylAc
por KNIGHT e ELLAR (1994). A partir disso, trabalhos tem sugerido que APN é uma
proteina de ligagdo in vitro de outras proteinas CrylA em insetos da ordem
Lepidoptera (MASSON et al., 1995; YAOI et al., 1997; COOPER et al., 1998; ZHANG
et al., 2009; PACHECO et al., 2009). Em M. sexta, quatro isoformas foram relatados
de APN como receptoras para proteinas CrylA, APN1 (KNIGHT et al., 1994), APN2
(DENOLF et al., 1997), APN3 e APN4 (DANIEL; ADANG, 2002), no entanto, sua
participacdo in vivo, apenas foi estudada em APN1 no mecanismo de acdo da proteina
CrylAc.

Pesquisas que abordam a importancia da APN no mecanismo de acao in vivo
em outros lepidépteros sado escassas. No entanto, tém sido conduzidos estudos
utilizando técnicas de RNA de interferéncia para compreender o papel funcional de
APN como receptor das proteinas Cryl em varias espécies de lepidépteros in vivo.
Em Spodoptera litura (Lepidoptera: Noctuidae), observou-se que apds o silenciamento
do gene apn, as lagartas foram menos susceptiveis a proteina CrylCa (RAJAGOPAL
et al.,, 2002). Em Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae), os ensaios
realizados in vivo por Yang et al. (2010) demostraram que o silenciamento de trés
diferentes isoformas de APN, resultaram numa diminuicdo significativa da
susceptibilidade a proteina CrylAb. Além disso, a participagdo de APN in vivo tem
sido associada com a evolucdo da resisténcia as proteinas Cryl, e esta tem sido
correlacionada com a diminui¢cdo da expressao dos transcritos ou mutagées no gene
apn (ZHANG et al., 2009).

2.2.3.2 Fosfatase Alcalina

As fosfatases alcalinas (ALP) sdo proteinas do tipo hidrolases responsaveis

por catalisar a remocdo de grupos fosfato a partir de muitas moléculas, incluindo
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nucleotideos, proteinas e alcaloides. ALP sé@o encontradas praticamente na maioria
dos animais e estdo localizados principalmente nas células epiteliais do intestino dos
insetos. Tem sido proposto que ALP estejam envolvidos na absorcédo dos metabolitos
e em processos de transporte de peptideos nas membranas do epitélio do intestino
meédio dos insetos (EGUCHI, 1995).

A funcéo de ALP como receptores das proteinas Cry tem sido investigado
recentemente. Desta forma, os trabalhos referentes ao seu papel funcional séo
limitados, em comparacdo com APN e o proteinas do tipo caderina. Entretanto,
resultados preliminares sugerem que ALP pode atuar como receptor em alguns
lepidopteros, coledpteros e dipteros.

Alguns autores tém demonstrado por andlises de ligand blot que ALP é
receptor da proteina CrylAc em M. sexta (MCNALL; ADANG, 2003) e H. virescens
(JURAT-FUENTES; ADANG, 2004a). Aléem disso, também se tem sugerido que
funcionam como receptores para as proteinas CrylAb em M. sexta (ARENAS et al.,
2010) e Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) para as proteinas Cry4Ba (DECHKLAR et
al., 2011) e Cryl1Ba (HUA et al., 2008). Jurat-Fuentes et al. (2011) associou diferentes
mecanismos de resisténcia de H. armigera, H. virescens e S. frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae) com diferencas na expressao de ALP. Estes autores observaram que 0s
insetos resistentes as proteinas Cryl apresentavam menor expressao de transcritos
e menor atividade enzimética de ALP.

Atualmente, varios trabalhos tém sido realizados com o objetivo de elucidar o
mecanismo de acéo das proteinas Cry em diferentes espécies e ordem de insetos. No
entanto, varios aspectos da toxicidade destas proteinas ainda permanecem obscuros.
Este trabalho visa aumentar o entendimento do mode ac¢&o da proteina CrylAc sobre
H. armigera, um importante lepidoptero praga em importantes culturas no Brasil e em

diferentes paises do mundo.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Determinacéao dos instares de H. armigera
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A determinacdo do numero de instares e sua duracdo em H. armigera foi
realizada segundo metodologia proposta por Parra e Haddad (1989). Medicbes das
capsulas cefalicas de cada larva foram realizadas diariamente em 20 lagartas de H.
armigera, desde sua eclosdo até a passagem para fase de pupa. Para determinacéo
da razdo de crescimento das capsulas cefalicas, seguiu-se a regra de Dyar (DALY,
1890). As lagartas usadas foram provenientes do Laboratorio de Controle Microbiano
de Artropodes Praga (LCMAP) da Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias da
Universidade Estadual Paulista (FCAV/UNESP), Jaboticabal-SP. Os insetos foram
mantidos em sala climatizada com temperatura de 25 £ 2°C, 70 + 10% de umidade
relativa e fotoperiodo de 12 h. A criacdo dos insetos foi realizada seguindo a
metodologia apresentada por Pindia (2012) e dieta artificial como descrito por Greene
et al. (1976).

3.2 Bioensaios de toxicidade

Os bioensaios de toxicidade foram realizados no Laboratério de Controle
Bioldgico da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas-MG. Foi utilizado o método de
contaminagao superficial, como descrito em Arenas et al. (2010). Os mesmos foram
realizados em recipientes plasticos esféricos de 3 cm de didmetro e 2 cm de altura,
totalizando uma area de superficie de 7,07 cm2. Em cada recipiente foi vertido 3 mL
de dieta artificial. Apds a secagem da dieta, foi aplicada superficialmente uma aliquota
de cristais puros de CrylAc e transferida uma larva H. armigera de cada instar larval.
Os bioensaios foram realizados com lagartas do 1° ao 6° instar de H. armigera, com
6 concentracbes de proteina CrylAc e 48 lagartas por concentracdo. Foram
realizados testes prévios de mortalidade para determinagdo das concentracdes de
proteinas a serem utilizadas para cada instar. A avaliacéo foi feita sete dias apés a
exposicdo das lagartas a dieta contaminada com CrylAc. Os insetos foram mantidos
em sala climatizada ajustada para a temperatura de 24 + 2°C, 70 = 10% de umidade
relativa e fotoperiodo de 12 h. A concentracao letal (CLso) de cada instar foi estimada
atraves por analise de Probit (P < 0,05) utilizando o programa estatistico STATISTICA
7.0 (STATSOFT, 2004).
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3.3 Expressao, purificacado e ativacao proteolitica da proteina CrylAc

As inclusodes cristalinas de CrylAc foram produzidas e expressas na cepa HD-
73 de Bt, as colbnias bacterianas foram cultivadas em meio agar HCT, por 72 h a 30
°C. ApoOs completa esporulagcéo, as colonias foram recuperadas e suspendidos em
agua destilada (pH 4,0) e centrifugadas a 10000 x g por 10 min. O sobrenadante foi
descartado e a pastilha sedimentada suspendida em solu¢cdo com 0,3 M de NacCl, 0,01
M de EDTA, pH 8,0 e centrifugadas trés vezes a 10000 x g por 10 min. Apés isso, 0
sobrenadante foi descartado e a pastilha ressuspendida em fenilmetilsulfonilflGor
(PMSF) 1 mM e centrifugada por mais trés vezes a 10000 x g por 1 min. Apos isso, as
pastilha resultante foi suspendida em solucao contendo PMSF e uma aliquota de 1mL
foi centrifugada a 10000 x g por 10 min. A pastilha foi recuperada em 2 mL de tamp&o
de carbonatos e centrifugadas a 700 x g por 20 min a 37 °C por trés vezes, ao final
das centrifugacdes, o sobrenadante foi recuperado. A protoxina CrylAc foi ativada por
protedlise utilizando tripsina pancreética bovina (Sigma) (1:20; v/v), a incubacéo foi
mantida por 1 h a 700 x g a 37 °C. Apo6s incubacdao, a reacao foi inativada adicionando
PMSF 1M e centrifugado a 10000 x g por 10 min. A concentracdo de protoxina e
proteina CrylAc ativada foi quantificada pelo método de Bradford (1976) usando soro

albumina bovina (BSA) como padréo e verificada em gel SDS-PAGE (10%).

3.4 Extracao do intestinos e preparagédo das BBMVs

Aproximadamente 1 g de tecido intestinal de cada instar de H. armigera foram
dissecados de acordo com a metodologia proposta por Wolfersberger (1993). As
lagartas foram previamente refrigeradas por 15 min e seccionadas proximo ao quarto
par de apéndices abdominais e primeiro par de apéndices toracicos. O tegumento foi
aberto e afastado para expor o intestino médio. A membrana peritrofica e os tubulos
de Malpighi foram retirados com auxilio de pincas e forceps. O intestino médio foi
lavado com solugéao tampao MET gelado (0,2 M de manitol, 17 mM Tris-HCI, 1 mM
DTT, pH 7,5) e acondicionados em tubos Epperndorf e imediatamente estocados em

freezer -70 °C para posterior preparacdo das BBMVs. A extracdo dos intestinos e
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preparacao das vesiculas foram realizadas no Laboratério de Controle Biologico da
Embrapa Milho e Sorgo.

As BBMVs foram preparadas segundo metodologia proposta por Wolfersberger
(1993). Aliquotas de 2 g de intestino foram transferidos para tubo Falcon contendo 10
mL de tamp&o de homogeneizacdo MET gelada (300 mM de manitol, 17 mM de Tris-
HCI, 10mM de Hepes, 5mM de EGTA, 2mM de DTT e 1mM de PMSF,600 pg/mL de
sulfato de neomicina, 100/mL de leupeptatina, 5 pg/mL de peptatina e pH 7,4) e
submetidos a 9 pulsos em homogeneizador “blender-polytron” (Glass-Col® Terre
Haunt, USA), com duracédo de 1 min cada. Apés homogeneizacao, foram adicionados
10 mL de solugdo com 24 mM de MgClz e incubado em gelo por 15 min. As amostras
foram centrifugadas a 4500 x g por 15 min e a 16000 rpm por 30 min a 4 °C em rotor
Beckman JA-20. Apés isso, o sobrenadante foi descartado e a pastilha ressuspendida
em solucdo contendo tampao MET gelado e 24 mM MgClz (1:1, v/v) e repetido o
processo de centrifugacdes. A pastilha foi ressuspendida, homogeneizada em agua
deionizada e tampao MET (1:1, v/v) e estocadas a -70 °C até a sua utilizacdo. A
concentracéo de proteinas foi determinada pelo método de Lowry et al. (1951) usando

BSA como padrao (Pierce).

3.5 Atividades enzimaticas de ALP e APN

A partir desta etapa, todos os ensaios foram realizados no Laboratério
Bravo/Sobserdn, no Instituto de Biotecnologia da Universidade Autonoma do México
(UNAM), Cuernavaca, México. A atividade de APN e de ALP determinada como
descrito em Arenas et al. (2010). Foram utilizados L-leucina-p-nitroanilina (LPN) e p-
nitrofenol-fosfato (PNS) como substrato para determinacdo de APN e ALP,
respectivamente. O conteudo enzimatico foi quantificado pelo método colorimétrico
DC (Bio-Rad) usando BSA como padrao (Pierce). A taxa inicial de 405 nm foi utilizada
para calcular a atividade de ambas enzimas. Para determinacao da atividade de APN,
foi utilizadfda solugédo com 400 pL de H20 mili-Q, 200 pL de Tris-HCL 1 M, 250 uL de
NaCl 1M, 100 pL de LPN, 5 pL de BBMVs e realizada a leitura. Para determinacdo da
atividade de ALP, 2,5 pL de BBMVs foram incubadas em 250 pL de PNS por 15 min

a temperatura ambiente. Apds a incubacdo, foi adicionado 250 pL de EGTA e
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realizada a leitura em espectrofotémetro (Ultrospec IlI; GE Healthcare). Uma unidade
de atividade especifica de APN foi definida como a quantidade de enzima para
catalisar a hidrélise de 1 umol de LPN.mg de proteinat.min't a 25 °C. O coeficiente
de absorcdo de LPN usado foi de 9,9x102.mol*. Uma unidade de atividade de ALP
especifica foi definida como a quantidade de enzima para produzir 1 pumol de PNS.mg
de proteina'l.min! a 25 °C.

A determinacgdo da atividade de ALP em gel foi realizada como descrito em
Upadhyay e Singh (2011). Uma frac&o de 20 ug de BBMVs de cada instar larval de H.
armigera foi separado em 10% de gel de poliacrilamida. O gel contendo as proteinas
ALP foi lavado com Tris-HCI 0,1 M, NaCl 100 mM, MgCI2 a 50 nm, pH 9,5 durante 10
min. Para deteccéo de ALP o gel foi lavado com substrato BCIP/NBT (Sigma) até total

visualizacdo das proteinas referentes a ALP.

3.6 Ensaios de ligagao de ELISA

Uma fracdo de 100 ng de BBMV/poco de ELISA de cada instar larval de H.
armigera foi suspenso em tampéao fosfato salino (PBS) e incubado durante toda a noite
a 4 °C. Uma placa de ELISA com 96 pocos foi utilizada. Apés incubacao, cada poco
foi bloqueado com 200 ul de PBS + leite em pé (2%) e incubados a 37 °C durante 2
h. Cada poco foi lavado trés vezes com tampao de PBS seguido por incubacdo com
diferentes concentracfes de proteina CrylAc (0; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 nmols) a
temperatura ambiente. O excesso de proteina nao ligada foi removido por lavagem
com PBS + Tween 20 (0,1%) e cada poco foi incubado com anticorpo anti-CrylAc
(1/30000) durante 1 h. Apés a lavagem, os pocos foram incubados com anticorpo
secundario conjugado com peroxidase durante 1 h. ApGs a lavagem, adicionou-se

solucéo de substrato e mediu-se a absorbancia a 490 nm.

3.7 Ensaio de imunoprecipitacao

Os ensaios de imunoprecipitacdo foram realizados como descrito em Zhou et
al. (2016), com algumas modificagdes. A proteina CrylAc ativada foi purificada pelo
método de afinidade ibnica acoplando 1mg de proteina a CNBr ativada com

Sepharose 4B™ (GE Healthcare), de acordo com as instru¢des do fabricante. 1 mg
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de proteina CrylAc ativada e purificada foi incubado com 500 uL de agarose CNBr
em 0,1 M de NaHCOs, 0,5 de NaCl, pH 8,3 a 4 °C durante toda a noite. O CNBr livre
nao ligado foi bloqueado por incubacdo com 0,1 M de Tris-HCl a 4°C por 2 h. A
proteina CrylAc néo ligada foi removida por 5 lavagens com 500 uL de solugcédo PBS
conforme descrito pelo fabricante.

Apos a incubacéo, 500 ug de proteinas de BBMVs de segundo e quinto instar
previamente solubilizadas foram incubadas com 50 yL de agarose CNBr-CrylAc. As
proteinas de BBMVs néo ligadas foram removidas por centrifugacdo a 30000 x g
durante 30 min a 4 °C. A amostra de CNBr-CrylAc foi lavada 3 vezes com 500 uL de
PBS suplementado com 1 M de NaCl, seguido por trés lavagens com 500 pL de PBS
para remover todas as proteinas ndo ligadas. As proteinas que permaneceram ligadas
a CNBr-CrylAc foram consideradas proteinas de ligacdo a CrylAc e foram
dissociadas da agarose por aquecimento durante 10 min em 30 pyL de tampé&o de
eletroforese (0,1 de Tris-Cl, 0,2 M de DTT, 4% de SDS, 0,2% de azul de bromofenol,
20% de glicerol, pH 6,8) e separadas por SDS-PAGE (12%).

3.8 Identificacdo das proteinas por LC-MS/MS

O gel separado por SDS-PAGE (12%) referente as proteinas de BBMVs de
lagartas de segundo e quinto instar foi cortado em cinco e sete fracdes,
respectivamente, de acordo com a disposicao das proteinas no gel. Os géis contendo
as proteinas foram enviadas ao Laboratério de Protedmica do Instituto de
Biotecnologia da UNAM para analise por cromatografia liquida acoplada a
espectrofotometria de massa (LC-MS/MS). LC-MS/MS foi usado para a identificacéo
das proteinas nativas isoladas das BBMVs de diferentes instares de H. armigera que
se ligaram a proteina CrylAc ativada.

Os dados foram pesquisados por HPRC contra ncbi_Insecta 201401 201401
usando o motor de busca Mascote (Matrix) Ciéncia, Londres, Reino Unido. As
identificacBes peptidicas foram aceitas caso atendessem uma probabilidade pré-
estabelecida superior a 50% conforme especificado pelo Algoritmo PeptideProphet
(KELLER et al., 2002). Identificagbes das proteinas foram aceitas caso atendessem a

probabilidade pré-estabelecida superior a 90%, continham pelo menos dois peptideos
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anicos identificados e uma sequéncia de cobertura > 4%. As probabilidades de

proteinas foram atribuidas pelo algoritmo ProteinProphet (NESVIZHSKII et al., 2003).

4. RESULTADOS

4.1 Determinacao dos instares de Helicoverpa armigera

Seis instares foram determinados para H. armigera, com uma razao média de
crescimento de 1,56. A razdo aproximada de 1,5 apresentada em todos os instares
permitiu corroborar a identificacdo visual de duracdo dos instares (Tabela 1).

A determinac&o do numero e duracédo dos diferentes instares de uma espécie
€ extremamente importante para definir a idade certa das lagartas a serem utilizadas
em bioensaios de susceptibilidade. Além disso, conhecer a idade precisa de cada
instar larval € importante para realizacdo das dissecacdes dos intestinos e todas
avaliacdes relativas as BBMVSs, visto que as concentracdes e atividades enzimaticas,
podem variar de acordo com o balanco hormonal no controle da metamorfose e tem

influéncia direta na alimentacao do inseto.

Tabela 1. Média da largura da cdpsula cefélica (CC) (mm) e * intervalo de confianca
de 95%, numero de larvas (n) e razdo de crescimento (RC) entre os instares larvais
de Helicoverpa armigera

instar CC +1C 95% n RC
10 0,252 + 0,022 20 1,54
20 0,389 + 0,037 20 1,64
30 0,636 + 0,0091 20 1,49
40 0,951 + 0,0116 20 1,61
50 1,526 + 0,0132 20 1,50
6° 2,288 +0,0133 20 -

Média - - 1,56

4.2 Bioensaios de toxicidade
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A concentracdo letal capaz de matar 50% dos insetos (CLso) de cada instar
aumentou do primeiro para o sexto instar, 31,1 e 2525,4 ng/cmz?, respectivamente. As
lagartas de primeiro instar foram mais susceptiveis a proteina CrylAc, enquanto que
as lagartas de terceiro e quarto instar de H. armigera foram as Unicas que
apresentaram CLso estatisticamente semelhantes, 535,7 e 602,8 ng/cmz?
respectivamente. As lagartas dos demais instares tiveram sua susceptibilidade
reduzida a proteina CrylAc com o aumento do desenvolvimento larval. As lagartas de
sexto instar de H. armigera foram 80 vezes menos sensiveis a proteina CrylAc do

gue as de primeiro instar (Tabela 2).

Tabela 2. Concentracdo letal (CLso) estimada de CrylAc para diferentes instares
larvais de Helicoverpa armigera.

instar CLso (IC 95%) 1 Slope 2 X23 Toxicidade
Relativa 4
1° 31,1 (30,5-31,8) 0,0115+0,0010 0,518 --
20 318,2 (312,5 - 323,8) 0,0018 £ 0,0009 0,508 10,21
3° 535,7 (507,5 - 566,3) 0,1538 £ 0,0004 0,501 17,20
40 602,8 (547,8 - 655,2) 0,0518 £0,0011 0,984 19,36
50 1420,6 (1330,8 - 1505,3) 0,0322 +0,0021 0,541 45,62
6° 2525,4 (2372,7 - 2674,4) 0,0217 £ 00,0008 0,589 80,25

1 Intervalos de confianca de 95% de probabilidade que ndo se sobrepde indicam diferencas
estatisticamente significativas entre valores de CLso;

2 Coeficiente angular + erro padréo;

3 Qui-quadrado (P < 0,05);

4 Toxicidade relativa em relacéo ao primeiro instar larval.

4.3 Ativacao proteolitica da proteina CrylAc

Os perfis proteicos da protoxina CrylAc e proteina CrylAc ativada separadas
em gel de poliacrilamida SDS-PAGE (10%) apresentaram bandas equivalentes a 130
e 65 KDa, compativeis com o tamanho esperado para a sua forma ndo ativada e

ativada, respectivamente (Figura 5).
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Figura 5. Perfil proteico de proteina CrylAc em sua forma nédo ativada e ap0s ativacéo
com tripsina em SDS-PAGE 10%. 1. marcador de massa molecular Rainbow da GE;
2: protoxina CrylAc (~130kDa); 3: proteina CrylAc ativada (~65kDa).

4.4 Atividades de ALP e APN

As BBMVs foram preparadas a partir de homogeneizados de intestino médio
de lagartas de diferentes instares larvais e a qualidade das BBMVs foi determinada
através da andlise do enriguecimento de ALP e APN (Tabela 3). As diferentes
preparacdes de BBMVs apresentaram um aumento médio na atividade especifica de

ALP e APN de aproximadamente 4,5 e 10,3, respectivamente.

Tabela 3. Atividade especifica das enzimas aminopeptidase-N (APN) e fosfatase
alcalina (ALP) no homogeneizado total e BBMVs isoladas de diferentes instares de
Helicoverpa armigera e seus respectivos incrementos

Homogeneizado Total BBMVs

Instar Atividade de ALP Atividade de APN Atividade de ALP Atividade de APN Increment Incremento

(umol/min/mg) *  (umol/min/mg) 2 (umol/min/mg)? (umol/min/mg)? ode ALP 3 de APN 3

1° 216,2 +12,7 19,2+1,0 405,3+ 14,1 195,1 + 18,8 1,87 10,24
20 63,1+9,8 292+21 391,2+17,3 367,4+19,1 5,75 12,71
3° 129,4 + 16,7 28,7+2,8 554,6 £ 22,6 369,6 £ 20,6 4,27 13,05
40 100,5+11,8 67,8+5,8 772,5+ 20,6 378,2+21,0 7,71 5,64
50 311,9+10,1 1549+ 11,6 1531,1+251 1506,4 + 30,8 4,91 9,73
6° 459,1+11,4 62,4+ 3,6 1130,2+ 18,89  668,6 + 24,87 2,46 10,77

L umol de p-nitrofenol-fosfato por min por mg de proteina
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2 umol de L-leucina-p-nitroanilina por min por mg de proteina
3 Razdo entre atividade determinada nas BBMVs e no homogeneizado total.

ALP e APN apresentaram atividades em lagartas de todos os instares de H.
armigera, embora em diferentes niveis (Tabela 3). A atividade de ALP foi maior que a
APN em todos os instares. As enzimas aumentaram sua atividade em lagartas do
primeiro ao quinto instar, com pico de atividade no quinto instar, com diminuigdo no
altimo instar. Além da analise de atividade em solucéo, foi realizada a analise de
atividade de ALP em gel e os resultados demonstraram o mesmo padréo de expressao
de ALP em solucéo, ALP esteve presente em todos os instares de H. armigera (Figura
6).

10 20 30 40 50 60

Figura 6. Atividade de fosfatase alcalina (ALP) em BBMVs isolados de diferentes
instares de Helicoverpa armigera em gel SDS-PAGE (10%).

4.5 Ensaios de ligacdo de ELISA

A ligacao especifica da proteina CrylAc as BBMVs de lagartas dos diferentes
instares de H. armigera provou ser dependente da concentracdo de proteina e
saturavel com saturacdo de ligacdo em aproximadamente 50 nmols de proteina
CrylAc. (Figura 7),
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Figura 7. Ligacdo da proteina CrylAc (0-100 nmols) as BBMVs de diferentes instares
larvais de Helicoverpa armigera.
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Figura 8. Correlacdo entre toxicidade de CrylAc e afinidade de ligacdo da proteina
as BBMVs isoladas de diferentes instares de Helicoverpa armigera. Correlacdo de
Pearson de 0,95.

A afinidade de ligacéo foi determinada em termos de constante de dissociagéo
(Kd) e diminuicdo da capacidade total de ligagdo em lagartas de ultimos instares
comparado as de primeiro instar. Os valores de Kd variaram de 19,6 a 76,2 nM, em
lagartas de primeiro ao ultimo instar, respectivamente. As lagartas de sexto instar
demonstraram uma afinidade de ligagao aparente 3,88 vezes menor do que as de
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primeiro instar (Figura 7). Uma clara correlacdo entre a toxicidade de CrylAc e

afinidade de ligacao total da proteina as BBMVs de H. armigera foi demonstrada

(Figura 8).

4.6 Ensaio de imunoprecipitacdo e identificacdo das proteinas

Para identificar possiveis proteinas tipo receptoras envolvidas na ligacao
diferencial da proteina CrylAc as BBMVs de lagartas de instares iniciais em
comparagdo com lagartas de instares tardios, foram realizados ensaios de
imunoprecipitacdo com BBMVs de lagartas de segundo e quinto instar de H. armigera.
Diferentes proteinas foram observadas ligadas a proteina CrylAc do segundo
comparado ao quinto instar de H. armigera (Figura 9A e 9B). As proteinas ligadas a
CrylAc em BBMVs de lagartas de segundo e quinto instar foram cortadas, como
indicado na figura 9A e 9B e enviadas para identificacdo por LC-MS/MS.
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Figura 9- Deteccédo de proteinas ligadas a proteina CrylAc de BBMVs de segundo
(A) e quinto instar (B) larval de H. armigera usando a técnica de imunoprecipitacao.
A. 1: Marcador de peso molecular Rainbow (GE); 2: proteina CrylAc ativada; 3:
BBMVs soluveis de lagartas de segundo instar de H. armigera; 4 e 5: Controles
negativos, lavagem com solugcdo PBS e com PBS + 1M de NaCl; 6 e 7: proteinas
ligadas a CrylAc. B. 1: Marcador de peso molecular Rainbow (GE); 2: proteina Cryl1Ac
ativada; 3: BBMVs soluveis de lagartas de quinto instar de H. armigera; 4: proteinas
ligadas a CNBr-CrylAc; 5 e 6: Controles negativos, lavagem com solucéo PBS e com
PBS + 1M de NaCl; 6: proteinas ligadas a CrylAc.
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4.7 Identificacéo de proteinas por LC-MS/MS

Apés o refinamento de acordo com as condi¢gbes pré-estabelecidas de score
e probabilidades, um total de 23 e 32 proteinas foram identificadas ligadas a CrylAc
em BBMVs de lagartas de segundo e quinto instar, respectivamente (Tabelas 4 e 5).
Das 23 proteinas identificadas em BBMVs de lagartas de segundo instar de H.
armigera, sete proteinas foram identificadas apenas neste estadio larval: canal
seletivo dependente de voltagem ibnica, proibitina, lipase, proteina ORF5, helicase
RecQ, fosfatase alcalina e uma proteina ndo caracterizada. Entre as proteinas
identificadas em lagartas de quinto instar, 11 foram identificadas exclusivamente neste
instar: transferrina, protease do tipo tripsina, proteinase do tipo azurocidina,
carboxilesterase, proteina do tipo alfa-amilase, quimotripsinogenio, aldeido
desidrogenase, actina, beta-1,3-glucanase, carboxipeptidase, carbamoi-fosfato

sintetase/aspartato.

Tabela 4. Proteinas de BBMVs de lagartas de segundo instar de Helicoverpa
armigera identificadas como ligantes da proteina CrylAc. As proteinas foram
identificadas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC/MS-
MS).

Fracdo  Numero de acesso Descrl[(éesiggge?rlotema Cobertura (it')\/; ) P%%tilgoeo
F-2 d7s000_helam Serina-protease [Ha] 44% 25 7
018438 helam Quimotripsina [Ha] 23% 30 4
g2f5j2_bommo Proibitina [Bm] 16% 30 4
b6cmf0_helam Quimotripsina [Ha] 12% 31 3
a0ala9fhj3_lelam He"Z‘?‘rSF? _d;';f:gd[el_'g]e de 6% 69 2
a0a023ngg2_9pico Proteina ORF5 [Se] 7% 74 2
Canal seletivo
F-3 f5byid_helam dependente de voltagem 55% 30 14
ibnica [Ha]
a3riw4_helam Aminopeptidase [Ha] 31% 98 22
b2Irs7_helam Aminopeptidase-N1 [Ha] 30% 111 19
g962b3_helam Aminopeptidase-N2 [Ha] 26% 115 21
q7z0wl_helam Aminopeptidase-N2 [Ha] 24% 115 2
a9x7k9_helam Lipase [Ha] 23% 31 4
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(72266 _helam Aminopeptidase-N3 [Ha] 21% 114 16
g8mu78_helam Aminopeptidase-N3 [Ha] 12% 114 12
h9juy5_bommo carzcr:?(teer}i?:dga[%m] 10% 34 2
c0kh33_helam Epoxido hidrolase [Ha] 6% 52 2
F-4 q86qi6_helam Aminopeptidase-N4 [Ha] 24% 108 5
g8mu79_helam Aminopeptidase-N4 [Ha] 22% 108 20
a0a0d3qgsh9_ helam Policalina [Ha] 22% 102 17
q6r3m5_helam Aminopeptidase-N1 [Ha] 18% 103 4
d5g3h6_helam Aminopeptidase [Ha] 17% 75 11
b6cmgl helam Policalina [Ha] 11% 102 2
a0albOrhm8_helze Fosfatase alcalina [Hz] 8% 59 2

Porcentagem de cobertura > 4% (P < 0.05);

P.M: Peso molecular da proteina (kDa);

1 Bm: Bombyx mori; Ha: Helicoverpa armigera; Hz: Helicoverpa zea; La: Lelliottia amnigena; Se:

Spodoptera exigua.

Tabela 5. Proteinas de BBMVs de lagartas de quinto instar de Helicoverpa armigera
identificadas como ligantes da proteina CrylAc. As proteinas foram identificadas por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC/MS-MS).

Fracdo  Numero de acesso Descricao d a prlo teina Cobertura P.M. Pe,pt_ldeo
[espécie] (kDa) anico

F-1 018439 helam Serina-protease [Ha] 12% 27 2
F-4 a0alb0Orhn7_helze Serina-protease [Hz] 22% 27 2
F-5 d5g3h7_helam Aminopeptidase [Ha] 53% 38 3

. : 53%
(q962b3_helam Aminopeptidase-N2 [Ha] 115 70
d5g3h6_ helam Aminopeptidase [Ha] 49% 75 4
b6cmf5_helam Serina-protease tipo 45% 18 4

azurocidina [Ha]
0

b2Irs7_helam Aminopeptidase-N1 [Ha] 45% 111 65
g6r3m5_helam Aminopeptidase-N1 [Ha] 40% 103 2
g8wsz2_helam Aminopeptidase-N1 [Ha] 38% 113 2
a0a0d3gsh9_ helam Polycalin-[Ha] 29% 102 17
c0kh33_helam Epdxido hidrolase [Ha] 20% 52 6
b6cmgl helam Policalina [Ha] 19% 102 3
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g7z267_ helam Aminopeptidase-N3 [Ha] 16% 114 11
g86qi6_helam Aminopeptidase-N4 [Ha] 14% 108 8
blnld_helam a-amilase [Ha] 13% 56 4
g9nhz9_helpn Aminopeptidase-N1 [Hp] 12% 112 4
snx0_helvi i 0
d2snx0 helvi Aldeido dEe:\lltilrogenase 11% 41 >
h9jxtl_bommo Prote_ma nao 9% 49 2
caracterizada [Bm]
a3riw4_helam Aminopeptidase [Ha] 8% 98 5
blnlel_helam B 1,3-glucanase [Ha] 6% 42 2
F-6 c3sbk6_helam Protease tipo tripsina[Ha] 25% 32 6
blnle4 helam Protease [Ha] 19% 28 3
x5ct98 9neop Actina [Zf] 13% 44 2
(q6h961_helam Carboxipeptidase [Ha] 6% 48 2
. Proteina néo 0
h9jhg0_bommo caracterizada [Bm] % 81 2
gq3t905_helze Carboxipeptidase [HZz] 5% 48 2
Carbamoil- fosfato
sintase/aspartato 0
7qpk2_dneop transcarbamyilase/dihidr 4% 109 2
orotase [Nm]
F-7 018438_helam Protease tipo 37% 30 3
quimotripsina [Ha]
aOpgd5_helpn Quimotripsinogénio [Hp] 14% 30 2
a0a067yaw9_helam Transferrina [Ha] 11% 83 4
h9j9i6_bommo Proteina nao 7% 80 3
caracterizada [Bm]
a0al27kq69_helam Carboxilesterase [Ha] 6% 79 3

Porcentagem de cobertura > 4% (P < 0.05);

P.M: Peso molecular da proteina (kDa);

1 Bm: Bombyx mori; Ha: Helicoverpa armigera; Hp: Helicoverpa punctigera; Hz: Helicoverpa zea; Hv:
Heliothis virescens; Nm: Nematopogon magna; Zf: Zigaena filipendulae.

5. DISCUSSAO



30

Os cristais proteicos quando ingeridos pelos insetos séo solubilizados no lGmen
do intestino médio devido pH altamente alcalino (9-11), no caso dos lepidopteros e
posteriormente sdo clivadas por proteases, perdendo metade da porcao C-terminal e
de 20-50 aminoacidos na porcdo N-terminal, liberando um fragmento ativo de
aproximadamente 65 kDa (BRAVO et al. 2007). Esta etapa do mecanismo de acao &
necessaria para que posteriormente a proteina ativada possa passar por complexos
eventos sequenciais de ligacdo com diferentes receptores presentes nas membranas
do epitélio intestinal, levando a sua inser¢do a membrana, formagédo de poros e morte
do inseto. Portanto, tripsina foi utilizada para simular “in vitro” o que ocorre
naturalmente no intestino do inseto, de forma que, as protoxinas Cry fossem ativadas
por essa enzima (Figura 5).

A ligacédo especifica das proteinas Cry aos receptores presentes na membrana
do intestino médio dos insetos € um passo critico no modo de acdo dessas proteinas
inseticidas. Diferentes proteinas tém sido descritas como receptores de proteinas Cry,
tais como ALP, APN, caderina, uma glicoproteina de 270 KDa e, recentemente, um
transportador membro da familia ABC (ABCC2) (JURAT-FUENTES; ADANG, 2004;
BRAVO et al., 2007; ZHOU et al., 2016). No entanto, a expressdo dessas proteinas
nas BBMVs do intestino médio é necessaria para exercer sua funcdo como receptores
das proteinas Cry (XIAO et al., 2017). ALP (~ 65 kDa) e APN (~ 120 kDa) séo proteinas
ancoradas por uma alca de glicosilfosfatidynositol (GPI) e estdo presentes em alta
abundancia nas BBMVs do intestino médio (PIGOTT; ELLAR, 2007). A proteina
CrylAc liga-se aos receptores APN e ALP através do dominio Ill que reconhece a
porcdo de N-acetilgalactosamina (GalNAc) presente nesta proteina em particular
(BRAVO et al., 2007). GalNAc possui um papel importante na interacdo da proteina
CrylAc com a APN em M. sexta (KNIGHT et al., 1994; LUO et al., 1997; BURTON et
al., 1999; DERBYSHIRE et al., 2001) e ALP em H. virescens (JURAT-FUENTES,;
ADANG, 2004).

Mudangas significativas na susceptibilidade dos diferentes instares de H.
armigera a proteina CrylAc foram observadas, sendo que as lagartas do sexto instar
foram 80 vezes menos sensiveis a proteina CrylAc do que as lagartas de primeiro
instar. A reducdo da susceptibilidade & acdo da proteina CrylAc em lagartas de
instares tardios tem sido demonstrada em outros trabalhos (HUANG; BUSCHMAN;
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HIGGINS, 1999; LIAO et al., 2002; BIRD; AKHURST, 2007; UPADHYAY; SINGH,
2011; LI; BOWER, 2012).

No caso de M. sexta, a diminuicdo da suscetibilidade a toxina CrylAb nos
estadios tardios foi associada a um aumento no niumero de receptores de caderina
por area de area do intestino médio em instares larvais tardios, sugerindo que uma
maior concentracdo de toxina CrylAb seria necessaria para interagir fisicamente com
o grande namero de moléculas de caderina para matar as larvas maiores (GRIKO et
al., 2008). Estes autores ainda propuseram um modelo matemético que poderia
explicar a diminuicdo desta susceptibilidade considerando o aumento do intestino
meédio com aumento simultdneo do volume do limen e concluiram que ha uma relacao
critica entre proteina-receptor para uma atividade inseticida ideal. No entanto, a
racionalidade deste argumento é questionavel, uma vez que baixas toxicidades se
correlacionam na maioria dos casos com uma diminuicdo dos locais de ligacdo aos
receptores no intestino médio (RAUSSEL et al., 2000; JURAT-FUENTES et al., 2004b;
HERRERO et al., 2005; ZHANG et al., 2009).

Dentro de um contexto envolvendo as plantas transgénicas com resisténcia a
insetos (plantas Bt), o manejo de resisténcia é fundamental para retardar a evolucdo
de insetos resistentes as proteinas Bt no campo (CARIERE; CROWDER,;
TABASHNIK, 2010). As plantas Bt exercem uma alta pressdo de selecdo sobre os
insetos alvo, normalmente, ocasionada pela alta expressdo de proteinas Cry,
expressdo de apenas uma ou poucas proteinas e a alta exposicdo dos insetos as
proteinas, uma vez que séo expressas em todas partes da planta.

O manejo de resisténcia mais recomendado, atualmente, € a estratégia de
“alta-dose” juntamente com uso de refugios (JIN et al., 2015). Esta estratégia é
baseada na idéia que a dose de proteina de uma planta Bt seja capaz de matar todos
insetos heterozigotos da area, assumindo que a resisténcia seja recessiva, juntamente
com é&reas de refagio, que sdo éareas de plantas ndo-Bt, que tem por funcéo
produzirem insetos susceptiveis, que acasalem com possiveis insetos resistentes da
area Bt e produzam mais insetos heterozigotos (susceptiveis) (GOULD; 1998;
MATTEN et al. 2008; TABASHNIK et al., 2009). No entanto, de acordo com Huang et

al. (1999), devido a susceptibilidade diferenciada entre instares, o conceito de “alta-
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dose” deve ser definido em termos de idade da praga, pois uma estratégia de alta
dose valida para os instares iniciais da praga pode ser invalida para os ultimos.

Além da reducéo na susceptibilidade, os resultados dos ensaios de ligagdo de
ELISA da proteina CrylAc a BBMVs de diferentes instares larvais de H. armigera
revelaram uma diminuicdo da capacidade total de ligacdo de CrylAc as BBMVs de de
lagartas de ultimos instares comparados aos iniciais (Figura 7). Foi observada uma
reducdo de 3,88 vezes na ligacdo de lagartas de ultimo instar comparado as de
primeiro em se ligar a proteina CrylAc. Os resultados indicaram uma clara correlacao
entre a toxicidade de CrylAc e a afinidade de ligacdo de proteina as membranas do
intestino médio (Figura 8).

Resultados similares foram relatados por Rausell et al. (2000) em
Thaumetopoea pityocampa (Lepidoptera: Notodontidae), onde uma diminuicdo da
afinidade de CrylAb a um dos seus receptores foi observada em lagartas de altimos
instares. Estes autores correlacionaram esta reducdo na afinidade de ligacdo a
reduzida susceptibilidade do inseto a proteina CrylAb em lagartas de instares tardios.
De forma semelhante, as bases bioquimicas da reduzida susceptibilidade em lagartas
de instares tardios de S. frugiperda foi investigado por Chou et al. (1995). Estes
autores encontraram uma variacdo nos receptores da proteina durante o
desenvolvimento das lagartas, explicando a capacidade reduzida da proteina CrylC
e CrylD afetar a permeabilidade da membrana nos ultimos instares do inseto.

Os resultados de atividades enzimaticas demonstraram que APN e ALP sédo
expressos durante todo o desenvolvimento larval de H. armigera, embora em
diferentes niveis (Tabela 3). Além disso, foi demonstrado que ambas enzimas tiveram
a sua atividade aumentada em lagartas do primeiro ao quinto instar, e depois
diminuiram em lagartas de ultimo instar. A familia das APN é uma classe de enzimas
que possuem uma variedade grande de fungbes em uma ampla gama de espécies,
no entanto, em lagartas de lepidépteros desempenham um papel importante na
degradacéo de proteinas durante a digestdo, catalisando a clivagem de aminoacidos
localizados na por¢cdo amino terminal polipeptidios derivadas da dieta do inseto
(PIGOTT,; ELLAR, 2007). Por outro lado, ALP sdo hidrolases responsaveis por
catalisarem a remocdo de grupos fosfato de diferentes moléculas, incluindo

nucleotideos, proteinas e alcaloides, processo conhecido como desfosforilacéo e tem
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papel importante no fornecimento de energia para o inseto, mediante producéo de
adenosina trifosfato (ATP).

A maior quantidade de alimento requerida pelo inseto de acordo com o seu
desenvolvimento, pode explicar o aumento das atividades de APN e ALP, visto que
estas enzimas atuam diretamente na digestao do alimento e no fornecimento de ATP,
respectivamente. De forma similar, quando o inseto esta se aproxima da passagem
para o estagio de pupa, a alimentacdo e o gasto de energia sédo reduzidos, e
consequentemente, a atividade de APN e ALP. Este padréo de atividade de ALP e
APN em H. armigera também foi observado por Upadhyay e Singh (2011) e em M.
sexta por Arenas et al. (2010).

Além da analise de atividade APN e ALP em solucao, foi realizado a atividade
de ALP em gel SDS-PAGE (12%) e os resultados demonstraram o mesmo padréo de
atividade do ensaio em gel. ALP esteve presente em todos os instares de H. armigera
(Figura. 6). Além disso, a analise ALP em gel permitiu identificar diferentes tamanhos
correspondentes a ALP. Este resultado sugere que diferentes isoformas de ALP
podem estar sendo expressas nos diferentes estadios de desenvolvimento do inseto,
desta forma, estas isoformas podem ter capacidade e afinidade diferentes para
ligacdo a proteina CrylAc, resultando em menor afinidade de ligagdo em instares
tardios.

Os ensaios de imunoprecipitagdo indicaram um padrdo diferenciado de
proteinas que se ligaram a CrylAc em lagartas de primeiros e de Ultimos instares
(Tabela 4 e 5), no entanto, APN, anteriormente descritas foram identificadas nos dois
instares analisados. Foram identificadas 4 diferentes classes de APN como ligantes
da proteina CrylAc. Estes resultados indicam que APN pode ter papel fundamental
na toxicidade de CrylAc em todo o desenvolvimento larval de H. armigera.

Entre todos os receptores de proteinas Cry descritos em diferentes espécies
de insetos, APN é uma das mais investigadas e relatadas. Trinta e oito diferentes APN
foram relatadas em 12 diferentes espécies de lepiddpteros, sendo classificadas em
cinco grupos (PIGOTT; ELLAR, 2007). Das classes de APN reportados na literatura
como receptores de proteinas Cry, pelo menos APN1, APN2, APN3 e APN4 foram
relatados como ligantes da proteina CrylAc (RAJAGOPAL et al., 2002; ANGELUCI et

al., 2008). De forma similar, como relatado em Zhou et al. (2016), diferentes classes
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de APN foram identificados em zonas do gel que sdo muito menores do que as
previstas para o seu tamanho nativo (120 kDa), isto pode ter ocorrido devido a alta
abundancia desta proteina nas BBMVs do intestino médio de H. armigera e a sua alta
susceptibilidade a degradacéao.

Consistente com outros estudos, ALP foi identificada como ligante a proteina
CrylAc apenas nas BBMVs de lagartas de segundo instar de H. armigera, estadio
larval em que a proteina CrylAc foi altamente toxica. Arenas et al. (2010) e Flores-
Escobar et al. (2013) demonstraram por andlise de ligand blot da proteina CrylAb em
BBMVs isolados de lagartas de diferentes instares de M. sexta, que ALP é altamente
expresso em lagartas neonatas comparados as lagartas de instares tardios, indicando
que ALP pode ter um papel importante na toxicidade em lagartas de estadios iniciais.
Assim como demonstrado neste trabalho para H. armigera, estes resultados se
correlacionam com a menor susceptibilidade de M. sexta a proteina CrylAb nos
altimos instares larvais comparados aos iniciais (GRIKO et al., 2008).

ALP foi demonstrada como um receptor de toxinas CrylA em diversas
espécies de insetos, de diferentes ordens, como M. sexta (Mcnall e Adand, 2003), H.
virescens (Jurant-Fuentes e Adang, 2004a), Tenebrio molitor (Zunig) e A. aegypti
(Fernandez et al., 2006). Em H. armigera, a resisténcia a CrylAc correlacionou-se
com a diminuicdo da transcricdo de uma ALP ligada a CrylAc, indicando que a ALP é
um receptor funcional de CrylAc nesta espécie (Chen et al., 2015). Consistentemente
com 0s nossos resultados, também foi demonstrado por ensaios de ligand blot que
CrylAb se liga a ALP expressas em larvas neonatas de M. sexta em contraste com
as larvas de instares tardios (Arenas et al., 2010; Flores et al., 2013). Esses resultados
sustentam que ALP pode ser responsavel pela alta toxicidade observada neste
estadio de desenvolvimento larval de H. armigera, no presente neste estudo.

Além das proteinas descritas anteriormente na literatura, no presente estudo,
outras proteinas foram identificadas nos ensaios de imunoprecipitacdo utilizando
BBMVs isoladas de lagartas de segundo instar (Tabela 4), tal como proibitina, que ja
foi descrita na literatura como importante na toxicidade de CrylA e uma proteina
relacionada a um canal seletivo dependente de voltagem ibnica, que foi identificada
de forma contundente na analise por LC/MS-MS, com altos valores de cobertura e

anico peptideo. A proteina proibitina foi identificada por Bayyareddy et al. (2009)
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localizada em ‘lipid rafts”, conhecido como “balsas lipidicas” e foi previamente
indicada como uma proteina ligante a proteinas CrylA. Estas regifes sao micro
dominios da membrana plasmatica, cuja fluidez € muito menor que a por¢do a sua
volta e é altamente enriquecida com colesterdis, fosfolipidios saturados e proteinas
de membrana. Esta regido é acreditada em concentrar altas quantidade de APN e
ALP, que quando ligadas a proteina Cry, facilita a concentracéo dos oligdmeros nesta
regido da membrana promovendo a inser¢cdo da proteina na membrana, formacao do
poro, choque osmético, disrup¢ao celular e morte do inseto.

A Luz do nosso conhecimento, ndo ha relatos que evidenciem que uma
proteina ligada a um canal ibnico seletivo poderia ser uma proteina de ligacdo a
proteinas Cry em qualquer espécie de inseto. Em humanos, uma proteina homologa
(hVDAC3), foi sugerida que estivesse localizada na membrana externa das
mitocondrias (Guardiani et al., 2016), sugerindo gque esta proteina pode ndo estar

muito bem envolvida na toxicidade CrylAc.

Proteinas do tipo serino-proteases foram identificados ligadas a CrylAc em
lagartas dos dois estadios de desenvolvimento de H. armigera analisados. Trabalhos
tém demonstrado que enzimas do tipo serino-proteases, das quais tripsina e
quimiotripsina sao particularmente predominantes e tem papel essencial na clivagem
e ativacdo das proteinas Cry em diferentes espécies de insetos (OPPERT, 1999;
LIGHTWOOD et al.,, 2000; MIRANDA; ZAMUDIO; BRAVO, 2001). Entretanto, no
presente estudo, entre as proteinas ligadas a CrylAc identificadas em BBMVs
isoladas exclusivamente em larvas de quinto instar de H. armigera, varias proteinas
que poderiam participar na degradacédo de proteinas, tais como, proteases do tipo
tripsina, proteinases do tipo azurocidina e carboxipeptidase foram identificadas
(Tabela 5), o que indica que a degradacdo da proteina CrylAc poderia ser uma das
razdes para a baixa toxicidade de CrylAc nas larvas de instares de tardios de H.
armigera.

Em conclusao, foi demonstrado neste estudo, uma clara correlacdo direta
entre toxicidade e afinidade de ligacdo a toxina CrylAc as BBMVs isolada de
diferentes instares larvais de H. armigera. Além disso, foi observado um padrdo de
proteina de ligacdo a CrylAc diferenciado nos instares precoces e tardios de H.

armigera. No futuro, o proximo passo pode ser provar o papel funcional das proteinas
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envolvidas na interacdo entre CrylAc em H. armigera. Uma possivel estratégia para
isto, pode ser a utilizacédo de técnicas de RNA de interferéncia para silenciar os genes
que codificam estas proteinas e avaliar se o silenciamento destas proteinas afeta a
susceptibilidade do inseto a proteina CrylAc. Além disso, clonar e expressar
heter6logamente e avaliar o compartilhamento dos sitios de unido com outras
proteinas Cry. A identificacdo e o papel funcional das proteinas de ligagdo nos
diferentes estadios de desenvolvimento de H. armigera, facilitara a elucidagdo do
mecanismo inseticida da proteina CrylAc nesta espécie e podera ajudar a propor
estratégias que retardem a evolucdo da resisténcia dos insetos as cultivares

transgénicas que expressam esta proteina.

6. CONCLUSOES

Houve mudancas significativas na susceptibilidade dos diferentes instares de
H. armigera a proteina CrylAc, sendo que o ultimo instar foi 80 vezes menos sensivel
a proteina comparado ao primeiro;

Foi demonstrada uma correlagéao direta entre a toxicidade de CrylAc com a
capacidade de ligacédo a proteina as BBMVs dos diferentes instares;

Os ensaios de imunoprecipitacdo permitiram identificar proteinas exclusivas
no segundo e quinto instar larval que podem ter papel fundamental para a alta
toxicidade nos instares iniciais de H. armigera, como ALP, proibitina, e uma proteina

relacionada a um canal seletivo dependente de voltagem ionica.
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