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"...Naquele tempo, o mundo dos espelhos e 0 mundo dos
homens ndo estavam, como agora, incomunicaveis.
Eram, além disso, muito diferentes; ndo coincidiam nem
0S seres nem as cores nem as formas. Ambos os reinos,
0 especular e 0 humano, viviam em paz; entrava-se e
saia-se pelos espelhos. Uma noite, a gente do espelho
invadiu a Terra. Sua forca era grande, porém ao cabo de
sangrentas batalhas as artes magicas do Imperador
Amarelo prevaleceram. Este rechacou os invasores,
encarcerou-os nos espelhos e Ihes impds a tarefa de
repetir, como numa espécie de sonho, todos os atos dos
homens. Privou-os de sua forca e de sua figura e reduziu-
0s a meros reflexos servis. Um dia, entretanto, livrar-se-&o
dessa méagica letargia.

O primeiro a despertar sera o Peixe. No fundo do espelho,
perceberemos uma linha muito ténue e a cor dessa linha
ndo parecera com nenhuma outra. Depois, irdo
despertando as outras formas. Aos poucos diferirdo de
nos, aos poucos deixardo de nos imitar. Romperdo as
barreiras de vidro ou de metal e desta vez ndo serdo
vencidas. Junto as criaturas dos espelhos combaterédo as
criaturas da agua..."

Jorge Luis Borges (1899-1986)
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RESUMO

Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria Gram-positiva entomotoxica usada no
controle de insetos-praga e vetores de doencas h4d mais de 60 anos. Desde a
introducéo das plantas cultivadas expressando genes de Bt, ficou demonstrado que
cultivares-Bt constituem uma importante ferramenta no aumento da produtividade e
diminuicdo no uso de pesticidas quimicos. O sucesso do Bt advém da producgéo das
0-endotoxinas (Cry). Estas toxinas compartiham um mecanismo de acéo
semelhante, com pelo menos, alguns aspectos em comum. A atividade das Cry é
baseada nas clivagens N e C-terminais, ligacdo a receptores (i.e. caderinas) e
mudangas conformacionais. O objetivo deste trabalho foi estudar aspectos
estruturais das d-endotoxinas CrylAa, CrylAb, CrylAc, Cry3Aa, Cry8Eal, Cry8Kal,
Cry8Ka5 e Cryllal2 usando ferramentas de modelagem molecular por homologia,
dindmica molecular (DM) e docking molecular. Oito toxinas Cry e duas caderinas
(CAD) foram modeladas. Quatro toxinas (CrylAa, CrylAc, Cry3Aa e Cry8Eal) foram
usadas para construir 8 sistemas que foram submetidos a simula¢cdes de DM de 50
ns utilizando o pacote GROMACS e o campo de forca GROMOS96 43al. As
Cry8Kal, Cry8Kab5, Cryllal2 e suas 3 variantes foram comparadas a fim de
estabelecer as relagcbes entre as diferencas estruturais e as mudancas na
toxicidade. As caderinas, CrylAb e CrylAc foram usadas nos calculos de docking
molecular. Os residuos das CrylA com RMSF alto sdo os mesmos identificados
experimentalmente como sitios de reconhecimento/ligacdo aos receptores ou
desempenham um papel na dinamica de interacdo. Os dados mostraram que as
flexibilidades global e local das Cry estudadas aumentaram nos sistemas sem a a-1
e isto pode estar relacionado com o mecanismo de agéo. Este efeito se propaga por
toda a superficie a ndo apenas na porcdo N-terminal, sugerindo o inicio de um
processo de transicdo conformacional. Na CrylAc, a auséncia da a-1 promove
alteracOes estruturais na alca 2 (ligagao a receptores GPI). Algumas mutacdes das
Cry8Ka e Cryllal2 estédo préximas dos sitios de ligacdo e podem estar contribuindo
para as alteracbes nas toxicidades. Os mapas de interfaces resultantes dos
dockings moleculares corresponderam aos dados experimentais. Neste trabalho foi
possivel observar novos aspectos do mecanismo de ag¢do das toxinas Cry e suas

interagdes com caderinas.
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ABSTRACT

Bacillus thuringiensis (Bt) is a Gram-positive entomotoxic bacterium widely used to
control crop pests and disease vectors. Since the introduction of transgenic plants
expressing Bt genes, it has been demonstrated that Bt-crops constitute an important
tool in the increase of productivity and in the decrease of the use of chemical
pesticides. Its success comes from the production of the d-endotoxins (Cry). These
toxins share a molecular mechanism of similar action or, at least, some common
aspects. Activity of Cry proteins is due to N- or C-terminal cleavages, binding to at
least one membrane receptor (e.g. cadherins) and conformational changes. The aim
of this work was to study structural aspects of CrylAa, CrylAb, CrylAc, Cry3Aa,
Cry8Eal, Cry8Kal, Cry8Ka5 and Cryllal2 &-endotoxins, using homology modeling,
molecular dynamics (MD) and molecular docking. Eight Cry toxins and two cadherins
(CAD) were modeled. Four toxins (CrylAa, CrylAc, Cry3Aa and Cry8Eal) were
used to construct eight systems (whole Cry toxins and a-1 removed proteins (Aal)).
Cry8Kal, Cry8Kab, Cryllal2 and their three variants were compared to analyze the
contributions of each mutation. The cadherins and Cry1Ab and CrylAc were used on
docking calculations. The CrylA residues with high flexibility are the same identified
as recognition/binding sites (apex of domain Il and domain-Il/lllinterface) or to play a
role on its dynamic. The data show that the global and local flexibilities of Cry toxins
studied was increased by helix a-1withdrawal (Aal) and it is closely related with the
mode of action. This effect propagates on the surface and not only on the N-termini
suggesting a complex process of conformational transition. Regarding CrylAc, the
absence of helix a-1 triggers structural changes on loop2, which is related to binding
GPIl-receptors. Some Cry8Ka5 and Cryllal2 mutations are in the neighborhood of
receptor-binding sites and this fact may imply alterations on binding affinity. It was
possible to obtain a map of Cry/CAD interface by docking studies. Therefore, this
work was able to obtain molecular level insights into the Cry activation mechanism

and its interaction with CAD.
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1. Introducgéao

1.1. O Bacillus thuringiensis como agente de controle microbiano

O uso intenso e prolongado de inseticidas quimicos para o controle de
insetos-praga e vetores de doencas provocou ao longo dos anos, o surgimento de
populacbes resistentes a tais agentes, bem como danos a saude humana e
ambiental. Alternativamente, os agentes microbianos de controle comecgaram a ser
utilizados com sucesso, e entre estes, uma bactéria, o Bacillus thuringiensis (Bt)

mostrou ser bastante eficaz.

O Bt é uma bactéria da familia Bacillacea, pertencente ao grupo do Bacillus
cereus, Gram-positiva, esporulante, cosmopolita, presente em amostras de solo,
filoplano, e trato digestivo de Arthopoda e outros invertebrados superiores (Hannay e
Fitz-James 1955; Adams e Hartman 1965; de Barjac e Bonnefoi 1968; Rogoff e
Yousten 1969; Wei, Hale et al. 2003). O Bt se distingue das demais espécies do seu
grupo por produzir, durante a segunda fase da esporulacao, inclusdes cristalinas
contendo proteinas de acdo entomotoxica (Schnepf, Crickmore et al. 1998) (Figura
1).

Figura 1: Eletromicrografia de células do Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) durante a esporulagdo
e formacédo da incluséo cristalina. a: Célula bacteriana na primeira fase da esporulacdo mostrando o
esporo (Sp), exospoério (E) e inclusdo (PB). b-e: Formacédo da inclusdo proteica contendo as toxinas
CryllAa (*), Cry4Aa e Cry4Ba (H) e CytAa (L). Fonte: (Lacey 2007)
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O Bt foi isolado em 1901 no Japéo, por Ishiwata e anos ap@s, reisolado na
Thuringia, causando epizootia em larvas de Bombyx mori (Fast e Angus 1965).
Posteriormente, outras cepas de Bt foram isoladas a partir de insetos moribundos
coletados em campo, e finalmente, o seu potencial para controle de espécies
nocivas foi reconhecido (Heimpel 1967; Yamvrias e Angus 1969; Larson e Ignoffo
1971; Gingrich, Allan et al. 1974; Lewis, Dubois et al. 1974). Desde entdo, o Bt
comecou a ser usado com muito sucesso para o controle de insetos-praga da
agricultura e vetores de doencas, devido, principalmente, a sua especificidade, que
reflete diretamente na sua seguranca para a saude humana e dos organismos nao-
alvo. Neste contexto, varios programas de controle em massa utilizaram o Bt, em
biolarvicidas com diversas formulagbes, como uma alternativa bem sucedida ao uso
de pesticidas quimicos (Araujo-Coutinho e Lacey 1990; Navon, Klein et al. 1990;
Betz, Hammond et al. 2000; Van Rie 2000; Kumar, Chandra et al. 2008).

A patologia ocasionada pelo Bt é provocada pela quebra do equilibrio
osmoético das células apicais do epitélio intestinal, ruptura desta membrana e
interrupcdo da alimentacdo. No caso da ingestao de esporos e inclusdes cristalinas,
este processo culmina na septicemia ocasionada pela germinacdo dos esporos de
Bt e pela proliferacdo de outros microorganismos oportunistas, com a consequente
morte da larva (Raymond, Johnston et al. 2010). Quando o controle da espécie-alvo
ocorre pela ingestdo de tecidos vegetais de plantas geneticamente modificadas
expressando as toxinas do Bt, a subnutricho leva ao comprometimento do
desenvolvimento  pds-embrionario, crescimento, fertiidade e fecundidade,
provocando a morte dos insetos ou impedindo a manutencdo dos altos niveis

populacionais em campo (Barton, Whiteley et al. 1987; Tian, Qin et al. 1991).

1.2. As delta-endotoxinas como principal componente do sucesso do Bt

A expressdo maxima da toxicidade atribuida ao Bt advém principalmente da

acdo de um grupo de proteinas denominadas delta-endotoxinas, distribuidas em
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quatro grandes grupos filogeneticamente relacionados: as Mtx (mosquitocidal Cry
toxins), Bin (binary toxin), Cyt (cytolitic) e as 3D-Cry (three domain crystal) que se
subdividem em 67 subgrupos contendo mais de 500 sequéncias nucleotidicas (de
Maagd, Bravo et al. 2001; Bravo, Likitvivatanavong et al. 2011). Estas proteinas sao
codificadas por genes plasmidiais que estdo associados a elementos de
transposicdo, os quais facilitam a amplificacdo, transferéncia horizontal e aumento
da variabilidade genética (Lereclus, Lecadet et al. 1982; Schnepf, Wong et al. 1987,
Berry, O'Neil et al. 2002). A combinacédo dos diferentes genes através da conjugacao
bacteriana resulta na grande diversidade de cepas encontradas em ambientes
naturais (Chapman e Carlton 1985; Vilas-Boas, Vilas-Boas et al. 2000; Thomas,
Morgan et al. 2001). Entretanto, cada uma das mais de 200 toxinas ja catalogadas
tem a sua toxicidade restrita a uma Unica espécie-alvo ou a um pequeno grupo de
espécies. Além disso, estas proteinas apresentam uma variagdo de 20 a 90% na
identidade de aminoacidos (Devine e Furlong 2007; Pigott e Ellar 2007; Bravo,
Gomez et al. 2012).

As toxinas Mtx, Bin e Cyt tem acdo mais restrita aos Diptera e alguns
Coleoptera (Hofte e Whiteley 1989; Herman, Scherer et al. 2002). Enquanto que a
subfamilia 3D-Cry apresenta um largo espectro de acédo, sendo toxica
principalmente, contra Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera, Diptera e até mesmo
Nematoda (Wei, Hale et al. 2003). Estas proteinas 3D-Cry dividem-se ainda em dois
outros subgrupos de acordo com o peso molecular: as toxinas de 65 e 130 kDa. Esta
diferenca resulta basicamente, na presenca de uma sequéncia envolvida na
formacgéo da incluséo cristalina, situada na metade C-terminal das proteinas de 130
kDa e nédo tem relagdo direta com a toxicidade (Bourgouin, Klier et al. 1986;
Dammak, Tounsi et al. 2010).

Todas as toxinas 3D-Cry, ou também chamadas toxinas Bt ou simplesmente
toxinas Cry, sdo produzidas na forma inativa e, portanto, denominadas de
protoxinas. ApOs a ingestdo pela larva susceptivel, as inclusbes cristalinas séo
solubilizadas no pH alcalino do intestino dos insetos e as protoxinas sdo clivadas
pela acdo de tripsinas e quimiotripsinas do meséntero. Esta clivagem ocorre em dois
sitios, um localizado na extremidade N-terminal e outro localizado cerca de 700
aminoacidos adiante, e libera um fragmento de cerca de 600 residuos de
aminoacidos localizado na metade N-terminal, o qual é resistente a acdo das
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proteases intestinais e considerado a toxina ativa (Herrnstadt, Gilroy et al. 1987,
Kumar e Venkateswerlu 1998).

1.3. As 3D-Cry ativadas apresentam uma estrutura globular

Apés a clivagem proteolitica, as toxinas ativas apresentam uma estrutura
globular. A primeira estrutura tridimensional obtida por cristalografia foi descrita para
a Cry3Aa (cédigo de acesso ao Protein Data Base - PDB 1DLC) (Li, Carroll et al.
1991), enquanto que a descricdo mais precisa desta estrutura, que € comum a todas
as 3D-Cry, foi publicada para a Cry8Eal (PDB 3EB7) (Guo, Ye et al. 2009). Até o
presente momento, outras oito toxinas, todas na forma ativa, tiveram sua estrutura
tridimensional descrita por cristalografia ou modelagem molecular: CrylAa (PDB ID:
1CIY) (Grochulski, Masson et al. 1995), CrylAb19 (Kashyap, Singh et al. 2012),
CrylAc (Derbyshire, Ellar et al. 2001), Cry2Aa (PDB ID: 1I5P) (Morse, Yamamoto et
al. 2001), Cry3Ba (PDB ID: 1JI6) (Galitsky, Cody et al. 2001), Cry4Aa (PDB ID:
2C9K) (Boonserm, Mo et al. 2006), Cry4Ba (PDB ID: 1W99) (Boonserm, Davis et al.
2005), Cry5Aa (Xin-Min, Li-Qiu et al. 2009).

As toxinas ativas sdo constituidas por trés dominios distintos, continuos e
contiguos (Figura 2). O dominio um (1) é formado por um feixe com até seis a-hélices
antiparalelas de composicdo anfipatica circundando uma uUnica hélice central
hidrofébica (Li, Carroll et al. 1991). As hélices periféricas tém residuos de
aminoacidos polares expostos ao solvente e residuos hidrofébicos, notadamente
aromaticos, voltados para a hélice central e para o cerne do dominio. O espaco
inter-hélices é preenchido com pontes de hidrogénio e/ou pontes salinas formadas
entre os grupamentos polares dos aminoéacidos. As hélices tém cerca de 30 A de
comprimento e apresentam uma estrutura semelhante ao dominio de proteinas com

atividade formadora de poros transmembrana (Pigott e Ellar 2007).
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Figura 2: Representacdo esquematica da estrutura tridimensional das toxinas 3D-Cry
mostrando aspectos da estrutura secundaria dos trés dominios. Dominios I, Il e 1l em vermelho,
verde e azul, respectivamente.

O dominio dois (Il) é formado por trés folhas B antiparalelas que compdem um
prisma . Duas destas folhas-B estdo voltadas para o solvente e apresentam uma
estrutura do tipo chave-grega, onde cada folha € composta por quatro fitas B. A
terceira folha-B possui trés fitas antiparalelas em disposi¢cao do tipo chave-grega e
uma a-hélice curta, composta com cerca de oito aminoacidos, denominada a-hélice
oito (Guo, Ye et al. 2009). O dominio Il apresenta a maior variabilidade entre as
toxinas e esta variacdo, no que se refere a conformacédo tridimensional,
comprimento, estrutura e sequéncia, estd concentrada, sobretudo nas algcas que
formam a extremidade deste dominio e nas alcas das interfaces com os outros dois
dominios (Hofte e Whiteley 1989). Esta diversidade esta estreitamente relacionada
com a alta especificidade destas toxinas (Hofte e Whiteley 1989; Haider e Mahmood
1990).

O dominio trés (lll) é composto por um sanduiche-f de duas folhas-f3

antiparalelas do tipo rocambole (jelly roll). Estas folhas séo, por sua vez, formadas
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por cinco fitas 3, com uma folha voltada para o solvente e a outra voltada para o
centro de massa da toxina, na interface triplice dos trés dominios (Pigott e Ellar
2007). Este terceiro dominio apresenta a menor variagdo estrutural, contudo,
similarmente ao dominio Il, a sua pouca variabilidade esta localizada no
comprimento, conformacdo e orientacdo das alcas. Este dominio apresenta uma
estrutura semelhante aos dominios de proteinas que se ligam a carboidratos, com
os sitios de ligacdo localizados em duas fendas situadas no centro de cada folha-f3
(de Maagd, Bravo et al. 2003). De fato, as trés toxinas do subgrupo CrylA, as quais
sdo usadas como toxinas-modelo para estudos da atividade Lepidoptera-especifica,
compartilham mais de 90% de identidade na sequéncia de aminoacidos (Bravo
1997). A CrylAc difere das outras duas (CrylAa e CrylAb) por possuir um sitio de
ligacdo ao N-acetilgalactosamina (Gal-NAc) com participacdo no mecanismo de
acao (Derbyshire, Ellar et al. 2001).

Compondo ainda a estrutura comum para todas as toxinas 3D-Cry existem
cinco blocos de aminoacidos distribuidos ao longo da cadeia polipeptidica das
toxinas ativadas cuja sequéncia é bastante conservada entre os diversos subgrupos
(Figura 3). Nem todas as toxinas possuem o0s cinco blocos, mas uma vez presente, é
possivel observar uma alta porcentagem de residuos de aminoacidos idénticos ou
similares. Estes blocos estdo localizados nas regides conectivas entre os dominios
ou nas interfaces entre estes e sdo responsaveis pela manutencdo da estrutura
globular das toxinas (Hofte e Whiteley 1989; Schnepf, Crickmore et al. 1998).
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Figura 3: Representacdo esquematica da estrutura terciaria da CrylAc mostrando os cinco blocos
conservados.

1.4. A especificidade do Bt é resultado de interacdes especificas entre as
3D-Cry e proteinas de membrana dos insetos-alvo

Varios grupos de pesquisa tém concentrado esforcos durante as ultimas trés
décadas para elucidar aspectos relativos ao mecanismo de acdo das delta-
endotoxinas no nivel molecular, desde a contribuicdo efetiva de cada dominio ou
motivo das toxinas até os eventos conformacionais e interacbes destas com a
membrana intestinal, que ocorrem desde a ativacdo da protoxina até a morte celular.
O resultado deste esforco € uma vasta producdo bibliografica que versa sobre o
tema com muitas evidéncias experimentais, obtidas através de diversas
metodologias. Todavia, é importante observar que parte dos dados disponiveis na
literatura esta fora de sincronia, muitas vezes dificil de serem comparados e ndo sao
conclusivos. Apesar disso, é possivel encontrar compilacbes que fornecem uma
visdo geral dos mecanismos propostos para explicar o modo de acdo e também a

interacdo das toxinas com moléculas dos insetos-alvo (van Frankenhuyzen 2009;
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Bravo, Likitvivatanavong et al. 2011; Pardo-Lopez, Soberon et al. 2012; Vachon,
Laprade et al. 2012).

Apesar de compor uma familia de toxinas diversa e numerosa, as 3D-Cry
desencadeiam um quadro citopatolégico comum (Knaak, Franz et al. 2010) e
compartilham uma estrutura terciaria bastante similar, quando na forma ativa. Estes
fatos sugerem que também de forma semelhante, as delta-endotoxinas 3D-Cry
apresentam um mecanismo de agcdo com pelo menos algumas etapas em comum,

guando comparadas no nivel molecular.

Embora sejam conhecidos 67 grupos de 3D-Cry (Crickmore, Zeigler et al.,
2012), as toxinas do grupo CrylA sdo as mais estudadas quanto as interacbes com
a membrana e as etapas do mecanismo de acdo. Os modelos publicados até o
presente momento que se propdem a explicar o modo de acédo das delta-
endotoxinas 3D-Cry baseiam-se na ligacao especifica e de alta afinidade, da toxina
ativada na forma monomérica, a membrana apical do epitélio intestinal (BBMV -
brush border membrane vesicles) dos insetos-alvo (Van Rie, Jansens et al. 1990;
Pigott e Ellar 2007). Esta etapa de reconhecimento e ligagdo a membrana é
considerada primordial para a especificidade de uma determinada cepa ou toxina e

seu espectro de espécies-alvo.

Os ensaios de ligacdo e competicdo, homodloga e heteréloga, tém sido
usados para demonstrar que as toxinas ativadas tém uma alta afinidade de ligacao
as BBMVs dos insetos-alvo (Van Rie, Jansens et al. 1989; Wolfersberger 1990;
Garczynski, Crim et al. 1991). Adicionalmente, a presenca de um padrao de ligacao
irreversivel as BBMVs tem uma relacao direta com a expressdo maior da toxicidade
(Liang, Patel et al. 1995).

Esta ligacdo estavel a membrana sugere a existéncia de uma interacao
especifica com um receptor de membrana. De fato, os estudos posteriores
comprovaram a presenca de diferentes classes de proteinas de membrana com
participacdo efetiva no mecanismo de acao. Atualmente, sdo conhecidos como
receptores ou ligantes das toxinas 3D-Cry as proteinas pertencentes as familias das
caderinas (CAD), aminopeptidases N (APN), fosfatases alcalinas (ALP),
glicolipideos, um glicoconjugado de 270 kDa (BTR-270) e uma proteina de 252 kDa
(P252), metaloproteases (ADAM) e a-glicosidases (Tabela 1). Além disso,
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glicolipideos também estdo associados a ligacdo com toxinas 3D-Cry em Nematoda

(Pigott e Ellar 2007).

Tabela 1: Toxinas 3D-Cry e receptores ou moléculas ligantes que foram identificados

nas especies-alvo mais susceptiveis.

Receptor
Inseto-alvo APN CAD ALP glicopeptideo BTR-270 P252 a-Glicosidase ADAM
Ms CrylA CrylA CrylAc
Hv CrylA CrylA CrylAc
On CrylAb
Ha CrylAa CrylAc
Bm CrylAa
Pg CrylAc
Ld CrylA
Px CrylA
Ag CryllBa
Ae CryllAa CryllBa CryllAa/4Ba
Aq CryllBa
Aa
™™ Cry3Aa
Dv Cry3Aa/3Bb
Lde Cry3Aa
Ag CrylBa6

Ms: Manduca sexta; Hv: Heliothis virescens; On:Ostrinia nubialis; Ha: Helicoverpa armigera; Bm: Bombyx mori; Pg:
Pectinophora gossypiella; Ld: Limantria dispar; Px: Plutella xylostella Ag:.Anopheles gambiae; Ae: Aedes aegypti; Aq:
Anopheles quadrimaculatus; Aa: Anopheles albimanus; Tm:.Tenebrio molitor; Dv: Diabrotica virgifera; Lde: Leptinotarsa

decemlineata Ag: Anthonomus grandis (adaptado de Pigott e Ellar 2007; Bravo, Likitvivatanavong et al. 2011).

1.5.

As caderinas sao receptores transmembrana para as toxinas 3D-Cry

As caderinas pertencem a uma superfamilia de proteinas transmembrana

dependentes de célcio, com uma alta variedade e diversidade de funcdes, desde a

adesado celular até a morfogénese (Pettitt 2005). Sado proteinas filamentosas

compostas estruturalmente por dominios repetidos (CRs — cadherin repeats) com

cerca de 110 residuos de aminoacidos cada dominio. Caderinas apresentam cerca

de cinco CRs, entretanto, ja foram descritas caderinas com até 34 CRs (Dunne,

Hanby et al. 1995; Angst, Marcozzi et al. 2001). Estes dominios sdo formados por
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um B sanduiche com fitas B antiparalelas que apresentam uma topologia do tipo
chave-grega (Jin, Walker et al. 2012) e estdo conectados entre si por algas e nas
juncdes entre CRs adjacentes estdo presentes os sitios de ligagcdo ao calcio, que
formam uma haste rigida e conferem estabilidade a proteina (Gonzalez-Reyes 2003)
(Figura 4).
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Figura 4: Esquema mostrando a estrutura dos dominios de caderinas ligantes de toxinas 3D-Cry.
PRO: regido pré-proteina, SP: peptideo sinal, EC: ectodominio, MPED: dominio extracelular proximal
a membrana; TM, dominio transmembrana e CYTO: dominio citoplasmatico (Pigott e Ellar 2007).

A primeira caderina identificada como ligante de uma toxina 3D-Cry foi isolada
de Manduca sexta e denominada de BT-R1 (Vadlamudi, Ji et al. 1993).
Posteriormente, esta proteina foi clonada, sequenciada e validada como receptor
para a toxina CrylAb (Vadlamudi, Weber et al. 1995). Através de ensaios de ligagédo
com BT-R; (expressas em sistemas heter6logos de mamifero e inseto) foi possivel
demonstrar que este receptor liga-se igualmente as CrylAa e CrylAc, que sao 3D-
Crys com atividade toxica contra M. sexta, mas nao se liga as Cry3Aa e CryllAa, as
quais sdo indcuas para este inseto, ou seja, esta ligacdo esta também associada a
toxicidade. Paralelamente, foi demonstrado que CrylAa e CrylAc inibem a ligagéo
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da CrylAb as membranas que expressavam a BT-Rj, ou seja, as trés toxinas CrylA
competem pelo mesmo sitio de ligacdo (Keeton e Bulla 1997).

Outra caderina foi isolada de Bombxy mori (BtR175) e validada como um
receptor para a CrylAa (Nagamatsu, Koike et al. 1999). A BtR175 apresenta uma
identidade de 70% na sequéncia de aminoacidos com a caderina isolada de
Manduca sexta (BT-R;) e uma afinidade de ligacdo de 4.0 nM com a CrylAa. Além
disso, similarmente & BT-R, as outras toxinas CrylAb e CrylAc competem pelo sitio
de ligacédo da CrylAa (Tsuda, Nakatani et al. 2003).

Estudos com populacbes de Heliothis virescens resistentes a CrylAc
possibilitaram a identificacdo de uma terceira caderina (Gahan, Gould et al. 2001),
posteriormente denominada de HevCalLP e confirmada como receptor para as
CrylAa, CrylAb e CrylAc, com diferentes afinidades de ligacdo (Jurat-Fuentes,
Gahan et al. 2004; Xie, Zhuang et al. 2005; Jurat-Fuentes e Adang 2006).

Até o presente momento, cerca de 60 sequéncias nucleotidicas e 47 protéicas
de caderinas receptoras ou ligantes de pelo menos uma toxina Cry estdo
depositadas no National Center of Biotechnological Information (NCBI), isoladas de
14 espécies de insetos-alvo: Manduca sexta (BT-R1), Bomboyx mori (Bt-R175),
Heliothis virescens (HevCaLP), Tricoplusia ni, Helicoverpa armigera, Tenebrio
molitor, Plutella xylostella, Ostrinia nubialis, Pectinophora gossypiella, Chilo
suppressalis, Limantria dispar, Agrotis ipsilon, Spodoptera frugiperda e Aedes

aegypti.

A ligacdo a um receptor com uma porc¢do transmembrana, como a caderina,
foi demonstrada ser uma etapa importante no mecanismo de acao das toxinas.
Contudo, foi possivel também identificar que esta ligacdo ndo é o Unico componente
desta interacdo toxina/membrana e outras moléculas também foram identificadas

como participes.
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1.6. Receptores ligados a membrana por ancoras do tipo
glicofosfatidilinositol (GPI).

1.6.1. As aminopeptidases N

As aminopeptidades N (APNs) sdo metaloproteases dependentes de zinco
que clivam as extremidades N-terminais de cadeias polipeptidicas e tem uma
participacdo primordial na digestdo dos insetos (Terra e Ferreira 1994). A partir de
1994, APNs conectadas a membrana apical por ancoras do tipo glicofosfatidilinositol
(GPI) passaram a ser identificadas como receptores para as toxinas Cry (Takesue,
Yokota et al. 1992; Budatha, Meur et al. 2007; Angelucci, Barrett-Wilt et al. 2008).
Estas proteinas estdo distribuidas em cinco classes e compartilham 61% de
identidade na sequéncia de aminoacidos dentro de uma mesma classe, e 26-38% de

identidade entre classes distintas (Herrero, Gechev et al. 2005) (Figura 5).

Figura 5. Representacdo da estrutura terciaria teérica de uma APN de Manduca sexta modelada a
partir da APN humana (PDB 3SE6) (cedido gentilmente por Fonseca FCA).

Estas aminopeptidades N possuem sitios de N e O-glicosilacbes que sao
importantes para a interacdo com as toxinas. Os sitios de O-glicosilacbes podem
variar de seis em B. mori, dez em M. sexta e 39 em H. armigera (Pigott e Ellar 2007).

As N-glicosilacdes da APN1 de M. sexta foram mapeadas através de espectrometria
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de massa revelando cadeias incomuns para glicoproteinas de insetos (Stephens,
2004).

A aminopeptidase N de M. sexta (120 kDa APN) foi a primeira identificada
como receptor para as trés toxinas CrylA e até o presente momento € a mais
estudada. Este receptor liga-se as toxinas por dois sitios distintos de ligacdo. O
primeiro € compartilhado pelas trés toxinas, enquanto que o segundo é exclusivo
para a CrylAc (Knight, Crickmore et al. 1994; Sangadala, Walters et al. 1994). Além

disso, a ligacdo a CrylAc é inibida pela presenca de GalNAc.

Trés APNs (classe 1, 3 e 4) foram isoladas de H. virescens apresentando
ligacdo estavel as CrylA. A primeira, de 170 kDa, liga-se as CrylAa, CrylAb e
CrylAc, mas nédo as CrylCa e CrylEa. A segunda de 120 kDa, liga-se a CrylAc e
CrylFa (Gill, Cowles et al. 1995; Banks, Jurat-Fuentes et al. 2001). A terceira, de
110 kDa, liga-se apenas a CrylAc (Banks, Jurat-Fuentes et al. 2001; Banks, Hua et
al. 2003). A ligacdo das 170-APN e 120-APN a CrylAc é inibida com a adicdo de
GalNAc, todavia, esta mesma ligacdo é independente das glicosilacbes no caso da
110-APN (Knight, Crickmore et al. 1994; Lu e Adang 1996; Valaitis, Mazza et al.
1997).

Membranas apicais (BBMVs) de B. mori foram tratadas com a fosfolipase C
especifica para fosfatidilinositol (PI-PLC) que cliva a ancora GPI. As APNs foram
entdo, purificadas por cromatografia de troca ibnica (Yaoi, Kadotani et al. 1997).
Uma APN de 120 kDa foi isolada através de ensaios de ligacdo utilizando a CrylAa,
mas ndo com as CrylAb e CrylAc. A mesma APN expressa como proteina de fuséo
com glutationa-S-transferase (GST), em sistemas heterdlogos, apresentou ligacéo a
CrylAa, demonstrando que esta ligacdo nédo € dependente de glicosilagdes (Yaoi,
Nakanishi et al. 1999).

Plutella xylostella e Helicoverpa armigera possuem duas APNs pertencentes
as classes 1 e 3. ApOs a clonagem dos genes através de sequéncias de APNs
homélogas, previamente caracterizadas como receptoras para toxinas Cry,
fragmentos das APNs foram expressos como proteinas de fusdo com GST e
utilizados em ensaios de ligagdo com as toxinas CrylAa, CrylAb e CrylAc. As
APNs da classe um, de ambas as espécies, ligam-se as CrylAa, CrylAb e CrylAc,
enquanto que a APN da classe 3 de P. xylostella liga-se as CrylAa e CrylAb e a
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APN 3 de H. armigera liga-se apenas a CrylAc (Nakanishi, Yaoi et al. 2002;
Rajagopal, Agrawal et al. 2003).

As 3D-Cry Diptera-especificas foram usadas como sondas para identificar
aminopeptidades N de Anopheles quadrimaculatus e uma proteina de 100 kDa foi
isolada como ligante de Cry 11Ba e identificada APN-1 (Abdullah, Valaitis et al.
2006).

Aminopeptidases N da classe 2 foram identificadas como ligantes putativos de
toxinas CrylA apoOs a identificacdo de uma APN-2 de M. sexta através de
cromatografia de afinidade utilizando CrylAb (Denolf, Hendrickx et al. 1997).
Posteriormente, o gene da mesma APN foi expresso em células Sf9 e a proteina
resultante foi utilizada em ensaios de ligagdo com o objetivo de comprovar a ligacao.
Contudo, os resultados nao foram positivos e ndo houve conclusdo sobre a
interacdo entre a APN-2 isolada e a CrylAb. APNs de outras espécies-alvo,
homélogas a APN-2 de M. sexta, foram posteriormente clonadas na tentativa de
identificar novos receptores para as toxinas 3D-Cry. Todavia, os resultados até

entdo ndo sao conclusivos.

As interacbes das aminopeptidades N de insetos suscetiveis com as toxinas
do B. thuringiensis compdem uma etapa critica no modo de acdo destas toxinas.
Existe disponivel na literatura, uma vasta quantidade de artigos cientificos que
apresentam resultados e discutem estas interacdes. Entretanto, esta informacéao
encontra-se dispersa e contribui efetivamente pouco para elucidar o mecanismo de
acdo no nivel molecular. As APNs que foram comprovadamente validadas como
receptores para as toxinas Cry estdo acima descritas. Além destas, outras proteinas
pertencentes as cinco classes de aminopeptidases N sdo apontadas como ligantes
in vitro, mas sem uma correlacdo direta com alguma interacdo que por ventura,

ocorra in vivo.

A despeito disto, a ligacdo de APNs que apresentam sitios de O-glicosilacao
(GalNAc) com a CrylAc (Unica toxina descrita até entdo que contém um sitio
GalNAc) esta diretamente relacionada com a expressdo maxima da mortalidade
desta toxina contra as respectivas espécies que tem estas APNs. Ou seja, existe de
fato uma influéncia do sitio de O-glicosilacdo como mediador da ligacédo
CrylAc/APNs (Derbyshire, Ellar et al. 2001).
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1.6.2. Fosfatases alcalinas

Fosfatases s&@o hidrolases responsaveis pela remocdo inespecifica do
grupamento fosfato (desfosforilacdo) em diferentes moléculas. As fosfatases
alcalinas (ALP) s&do ativas em pH basico e nos insetos, encontram-se mais
frequentemente fixadas as membranas apicais das microvilosidades intestinais,
podendo eventualmente serem encontradas em membranas basolaterais ou mesmo
em solucdo. A fosfatase alcalina melhor estudada em insetos foi isolada de B. mori e
possui, assim como as aminopeptidases N, uma ancora do tipo GPI, um sitio de

ligacdo ao zinco e N-glicosilagdes (Terra e Ferreira 1994).

Embora menos estudadas que as CADs, APNs, as ALPs ja foram descritas
como receptores ou ligantes para as toxinas 3D-Cry em M. sexta, H. virescens, Ae.

aegypti, Anopheles gambiae, Anthonomus grandis e em T. molitor.

As ALPs de H. virescens (68 kDa) e de M. sexta (65 kDa), ambas com
ancoras do tipo GPI, foram validadas como receptores para a CrylAc e esta ligacao
foi relacionada a presenca de N-oligossacarideos com grupamentos Gal-NAc
associados (McNall e Adang 2003; Jurat-Fuentes, Gahan et al. 2004).

Em Ae. aegypti, a GPI-ALP de 65 kDa é um receptor para as toxinas Cry4Ba
e CryllAa. Diferentemente das ALPs de Lepidoptera, a ligagdo com as 3D-Cry ndo
€ intermediada por carboidratos (Krieger, Revina et al. 1999; Buzdin, Revina et al.
2002; Fernandez, Aimanova et al. 2006). Entretanto, em An. gambie, a ALP de 65
kDa apresenta sitios putativos de N e O-glicosilacéo e liga-se a Cryl1Ba com uma
Kg¢ = 23.9 nM (Hua, Zhang et al. 2009).

No caso dos Coleoptera, nenhuma ALP foi confirmada ainda como receptor
para toxinas 3D-Cry. Contudo, em A. grandis, duas proteinas, de 62 e 65 kDa,
foram isoladas a partir de BBMVs tratadas com PIPLC e incubadas com CrylBa6
biotinilada imobilizada em uma matriz de agarose/estreptavidina. Estas duas
proteinas foram identificadas como ALPs através de ensaios cataliticos (Martins,
Monnerat et al. 2010). Em T. molitor, uma ALP de 68 kDa ligante da Cry3Aa também
foi isolada de BBMVs tratadas com PIPLC (Zuniga-Navarrete, Gomez et al. 2012).
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1.7. Astoxinas 3D-Cry interagem de forma especifica com outros ligantes

Os glicolipideos tém sido identificados como receptores para as toxinas 3D-
Cry entre os Nematoda, especificamente em trabalhos com linhagens de
Caenorhabditis elegans resistentes as Cry5Ba (Marroquin, Elyassnia et al. 2000;
Griffitts, Haslam et al. 2005). Mutacdes nos genes de uma glicosiltransferase foram
associadas aos fenotipos de resisténcia e a sua contribuicdo na internalizacdo das
toxinas foi demonstrada através de ensaios de fluorescéncia com Cry5Ba marcada
(Kawar, Van Die et al. 2002; Griffitts, Huffman et al. 2003).

BTR-270 € um glicoconjugado que foi isolado de L. dispar e apresentou uma
afinidade de ligacao para as CrylAa, CrylAb e CrylAc de 49 nM, 17 nM e 390 nM,
respectivamente, e ndo se liga a Cry3Aa (Valaitis, Jenkins et al. 2001). Em B. mori,
uma proteina de 252 kDa (P252) forma oligdbmeros de 985 kDa e tem afinidade de
ligacdo de 28.9, 1785 e 20.0 nM para as CrylAa, CrylAb e CrylAc,
respectivamente (Hossain, Shitomi et al. 2004).

Adicionalmente, uma GPI-a-glicosidase de An. albimanus e uma
metaloprotease (ADAM-3) de T. molitor, foram identificadas como ligantes para as
toxinas Cry4Ba e Cry3Aa, respectivamente (Ochoa-Campuzano, Real et al. 2007;

Fernandez-Luna, Lanz-Mendoza et al. 2010).

1.8. O modo de acao das 3D-Cry e suas controversias

1.8.1. O modelo de formacé&o de poros em duas décadas de estudos

Existe um consenso de que o mecanismo de acdo das toxinas 3D-Cry
envolve, em termos gerais, uma sequéncia de eventos que compreendem a ingestao
das protoxinas e a subsequente ativagdo proteolitica, a qual as converte em toxinas
ativas mais resistentes as proteases. ApGs isto, as toxinas ligam-se aos receptores

especificos presentes na membrana apical do epitélio intestinal, se inserem nesta
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membrana e ativam canais ibnicos ndo-seletivos, permeaveis a ions, aminoacidos e
acucares. Estes canais interrompem o equilibrio osmético das células componentes
das microvilosidades, acarretando a lise, morte celular e grande aporte de solutos
oriundos do intestino. Do dano provocado no intestino advém a parada na
alimentacao, intoxicacdo e morte da larva suscetivel (Knowles e Ellar 1987; Schnepf,
Crickmore et al. 1998).

Em contraste, os aspectos mais especificos do mecanismo molecular de acao
tém sido mais extensivamente estudados apenas com o bindmio Manduca
sexta/CrylAb, extrapolados para toda a familia de 3D-Cry e exaustivamente
discutidos em uma série de artigos de revisdo (Bravo, Gill et al. 2007; Soberon,
Fernandez et al. 2007; Jimenez-Juarez, Munoz-Garay et al. 2008; Pardo-Lopez,
Munoz-Garay et al. 2009; Soberon, Gill et al. 2009; Bravo, Likitvivatanavong et al.
2011). Estes estudos resultaram na formulagédo de um modelo para explicar o modo
de acdo que se baseia na formacdo de um oligbmero (trimeros ou tetrameros) de
toxinas ativas, insercdo deste na membrana e subsequente formacdo do canal
ibnico (Knowles e Ellar 1987; Bravo, Gomez et al. 2004).

De acordo com este modelo, denominado de formacao de poros (ou modelo
Bravo, sequential binding, punching hole) (Figura 6), a toxina ativa se liga
sequencialmente a diferentes receptores de membrana. Inicialmente, a CrylAb ativa
interage, com baixa afinidade de ligagdo, com receptores do tipo ALP (Kd = 101 nM)
e APN (Kd = 267 nM), através das porcdes 316 (dominio Ill) e alca 3 (dominio II),
respectivamente (Masson L, Lu YJ et al. 1995; Gomez, Arenas et al. 2006; Pacheco,
Gomez et al. 2009; Arenas, Bravo et al. 2010).
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Figura 6: Esquema mostrando as etapas do mecanismo de acdo das 3D-Cry de acordo com o modelo
de formacéao de poros. Extraido de (Bravo, Likitvivatanavong et al. 2011)

As APNs e ALPs, ancoradas por grupamentos GPI sdo enzimas abundantes
na membrana que concentram as toxinas ativas nas microvilosidades e esta
aproximacdo facilita a interacdo, agora com alta afinidade (Kd = 1 nM), da
extremidade do dominio Il da CrylAb (a hélice 8, alcas 2 e 3) com os CRs proximais
dos receptores do tipo caderina, a saber, CRs 7, 11 e 12, respectivamente (Gomez,
Miranda-Rios et al. 2002; Xie, Zhuang et al. 2005; Gomez, Arenas et al. 2006;
Atsumi, Inoue et al. 2008).

A ligacdo com a caderina promove uma ultima clivagem proteolitica na alca
que liga as a hélices 1 e 2, com a remocdo da primeira. Esta clivagem expde
residuos hidrofébicos do dominio I, bem como residuos do bloco conectivo entre os
dominios | e Il, provocando mudancas conformacionais que resultam na
oligomerizacdo (Gomez, Dean et al. 2003; Soberon, Pardo-Lopez et al. 2007).
Soberon et al. 2007, também demonstraram que a clivagem posterior a ligacdo com
a caderina é essencial para a oligomerizacdo, uma vez que a CrylAb expressada
sem a ol e em sistemas heterélogos esta apta a formar o oligbmero mesmo na
auséncia dos receptores do tipo caderina.

Esta mesma ligacdo dos CRs proximais de caderinas as toxinas 3D-Cry com
0 aumento da atividade da respectiva toxina também foi demonstrada para outras

espécies, além de M. sexta. Larvas de An. gambiae e Diabrotica virgifera que foram
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alimentadas com peptideos de fragmentos ligantes de caderina tiveram a sua
suscetibilidade aumentada as Cry4Ba e Cry3Aa, respectivamente (Hua, Zhang et al.
2008; Park, Abdullah et al. 2009).

Os oligbmeros de CrylAb, também denominados de estrutura pré-poro,
possuem uma afinidade de ligacdo pelas membranas de M. sexta 200 vezes maior
do que a toxina no estado monomérico (Kd = 0.6 nM para a APN e Kd = 0.5 nM para
a ALP). Este aumento esta relacionado com a participacéo da alca 2 (dominio Il) nas
interacbes com estes receptores e esta ligacdo culmina na insercdo do oligdbmero na
membrana, com formacéo do poro e lise celular (Pardo-Lopez, Gomez et al. 2006;
Arenas, Bravo et al. 2010).

As substituicdes de residuos presentes nas a-hélices 3 e 4, no dominio I da
CrylAb geraram toxinas modificadas in6cuas para M. sexta. Esta alteracdo é devida
a perda da capacidade de formar oligdmeros e se inserir na membrana, indicando a
contribuicdo destes residuos para esta etapa ho modo de acéo (Vachon, Prefontaine
et al. 2002; Jimenez-Juarez, Munoz-Garay et al. 2007; Girard, Vachon et al. 2008;
Rodriguez-Almazan, Zavala et al. 2009).

Efetivamente, a oligomerizacdo ocorre com a participacédo de residuos polares
presentes nas a-hélices 4 e 5, embora haja a contribuicdo dos residuos adjacentes.
(Vachon, Prefontaine et al. 2004; Alzate, You et al. 2006; Likitvivatanavong,
Aimanova et al. 2009). Os oligdbmeros de toxina podem apresentar uma estrutura
trimérica, como foi demonstrado para a Cry4Ba (Boonserm, Mo et al. 2006) ou
tetrameérica, para a CrylAb (Gomez, Sanchez et al. 2002)

Todavia, a insercao dos oligdbmeros na membrana depende da participacéo
de residuos hidrofébicos, sobretudo os presentes nas a hélices 4, 5 e 7, do dominio |
(Alcantara, Alzate et al. 2001). ApdOs a oligomerizacdo e segunda ligacdo as APNs e
ALPs, as unidades que compdem o oligbmero sofrem grandes mudancas
conformacionais (Zavala, Pardo-Lopez et al. 2011). Estas mudancas séo
dependentes da quebra de pontes salinas que ligam os dominios | e Il e que
aumentam a flexibilidade interdominios (Coux, Vachon et al. 2001; Rausell;, Pardo-
Lopez; et al. 2004). Em seguida, estes residuos hidrofobicos, que nas toxinas
monomeéricas estao voltados para o cerne do dominio |, sdo translocados para a
membrana e se inserem nos microdominios lipidicos (Schwartz, Juteau et al. 1997;

Girard, Vachon et al. 2009). A morte celular ocorre apdés a perda do equilibrio
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osmatico e ruptura da membrana com extravazamento do conteudo intracelular para
a luz do intestino.

Embora a maior parte destes resultados represente décadas de estudos
consistentes sobre o tema, alguns aspectos da cadeia de eventos do modelo de
formacao de poros ainda permanecem desconhecidos, como a contribuicdo efetiva
da ligacéo entre as toxinas e as diferentes classes de receptores, a importancia da
clivagem da a hélice 1, a oligomerizacdo e formacdo da estrutura pré-poro e a
participacdo dos oligbmeros de toxinas e das formas monomeéricas na expressao

méaxima da toxicidade (Vachon, Laprade et al. 2012).

1.8.2. O modelo de transducao de sinal

Outro modelo propde um mecanismo molecular diferente para o padréo de
citopatologia provocado pelas toxinas 3D-Cry, baseado na transducdo de sinal
dependente de magnésio (Zhang, Candas et al. 2005) e envolvendo a ativacdo do
complexo protéico G, adenil ciclase, AMP ciclico, quinase A (PKA), culminando na
desestabilizacdo do citoesqueleto e inducao da morte celular (Zhang, Candas et al.
2005; Zhang, Candas et al. 2006). Os autores postularam este modelo baseados na
morfologia celular de linhagens S5 transfectadas com BT-R;, tratadas com quelantes
de Ca** (EGTA) e Ca®" e Mg®* (EDTA) e incubadas com CrylAb. Embora todos os
tratamentos apresentassem indicios da ligacdo CrylAb/BT-R;, a morte celular foi
inibida apenas no tratamento com EGTA, indicando a presenca de um mecanismo
de transducdo de sinal ativado a partir da ligacdo toxina/receptor. Este modelo
desconsidera aspectos importantes que ja foram anteriormente demonstrados por
outros autores como, por exemplo, a ligagdo das toxinas com 0s demais receptores,

bem como a oligomerizacao das 3D-Cry (Vachon, Laprade et al. 2012).
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1.9. Toxinas 3D-Cry produzidas pela EMBRAPA.

1.9.1. Algodéo e Cana-de-Acucar: demandas nacionais

As culturas do algoddo e cana-de-acucar no Brasil tém grande importancia
devido a alta producdo, impacto social, econémico e até politico que alcancam em
nosso pais. O algoddo gera um grande numero de empregos diretos e indiretos,
uma vez que afeta toda a cadeia téxtil nacional, enquanto que a cana-de-acucar é
uma das melhores fontes alternativas de biocombustiveis renovaveis capaz de

atender a demanda atual de producao de energia.

Apesar da producdo, a produtividade destas culturas no Brasil € limitada
devido a presenca de insetos-praga altamente adaptados aos ambientes de
monocultura em larga escala causando, por conseguinte, sérios prejuizos. O bicudo-
do-algodoeiro (Anthonomus grandis) é a principal praga da cotonicultura, enquanto
que a Broca Gigante da Cana-de-Acucar (Telchin licus licus) € uma espécie

extremamente danosa a lavoura canavieira.

O habito endofitico das larvas, tanto de A. grandis quanto de T. licus licus,
dificulta o controle convencional quimico ou biolégico. Sendo assim, a obtencdo de
plantas resistentes a estes insetos através da transgenia se apresenta como uma

alternativa promissora.

As toxinas 3D-Cry, produzidas por Bacillus thuringiensis, vém sendo usadas
na geracao de plantas geneticamente modificadas cultivadas com bastante sucesso
(James, 2010). Porém, as toxinas disponiveis atualmente no mercado apresentam
uma baixa toxicidade contra o bicudo-do-algodoeiro e a broca gigante, de acordo
com o0s bioensaios realizados anteriormente pela EMBRAPA. Portanto ha a
necessidade do desenvolvimento de variedades de algoddo e cana-de-acucar GM
adequados aos habitos endofiticos destes insetos. Este fato reforca a demanda por
novas moléculas para a geracao destas plantas GM.
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1.9.2. Toxinas Cry8Ka e Cryllal2

O Laboratorio da Interacdo Molecular Planta-Praga (LIMPP), Embrapa
GENARGEN, desenvolve uma linha de pesquisa bastante consolidada na busca por
toxinas 3D-Cry mais eficientes contra as pragas das principais plantas cultivadas no

Brasil.

Visando buscar moléculas ativas contra estes dois insetos-praga, a Embrapa
isolou e caracterizou os genes cry8Kal e cryllal2, a partir da cepa S811 de B.
thuringiensis (Grossi-de-Sa, Quezado de Magalhaes et al. 2007).

A partir destes dois genes e utilizando protocolos de evolugdo molecular (DNA
shuffling e Phage display), trés trabalhos anteriores a esta tese foram executados
isoladamente e em paralelo, ambos com o objetivo final de gerar toxinas Cry8Ka e
Cryllal2 modificadas com maior atividade contra o bicudo e a broca,
respectivamente (Craveiro, Gomes Junior et al. 2010; Nakasu, Firmino et al. 2010;
Oliveira, Silva et al. 2011).

Os experimentos de evolugdo molecular se baseiam na geracéo de variabilidade
(DNA shuffling) (Stemmer, 1994) e posterior selecao artificial desta mesma
variabilidade (Phage display) (Willats, 2002).

Nos ensaios de Phage display, as BBMVs extraidas de A. grandis e T. licus licus
foram utilizadas como ligantes para as toxinas Cry8Kal e Cryllal2, respectivamente.
Posteriormente, ap0s os bioensaios foram selecionadas uma variante da Cry8Kal,
denominada Cry8Ka5 (Oliveira, Silva et al. 2011) e trés variantes da Cryllal2
(Craveiro, Gomes Junior et al. 2010), todas com modificagdes na atividade contra os

respectivos insetos-alvo.

Os valores obtidos das LCssg das Cry8Ka contra A. grandis indicaram um
aumento de trés vezes na toxicidade de Cry8Ka5 (2,83 = 1,17 pg/mL) em
comparacao com a proteina original Cry8Kal (8,93 £ 3,23 pg/mL) (Oliveira, Silva et
al. 2011). As mortalidades de T. licus licus, aferidas por contagem direta, em
bioensaios exploratorios foram de 24,68% para a Cryllal2 original, 61,25% para a
Cryllal2-1, 75,43% para a Cryllal2-2 e 58,35% para a Cryllal2-3 (Craveiro,
Gomes Junior et al. 2010).
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Posteriormente, com o objetivo de buscar possiveis implicacbes estruturais e
funcionais, as sequéncias de aminoacidos das toxinas obtidas (originais e variantes)
foram utilizadas na elaboracdo dos modelos tridimensionais teoricos e na analise das
contribuicdes das mutacfes nas atividades detectadas. Estes resultados fazem parte

do escopo desta tese.

1.10. Modelagem Molecular de Proteinas

As propriedades fisico-quimicas e bioldgicas das moléculas dependem
diretamente da estrutura tridimensional e suas variagdes (estados conformacionais).
Estas conformacdes podem ser definidas como o arranjo de todos os atomos da
molécula em um espaco cartesiano cujas interconvencdes ocorrem sob a influéncia
dos angulos e comprimentos das ligacfes, além das rotagdes e eventuais distor¢cdes
(Leach 2001).

Os estudos de cristalografia e ressonancia magnética nuclear tém propiciado
informacdes importantes na identificacdo de aspectos funcionais tais como sitios
ativos, regides flexiveis e interacbes intramoleculares (Samish, Gu et al. 2009).
Entretanto, estes estudos experimentais ndo permitem a analise refinada das
funcbes e conformacdes que variam ao longo de um determinado intervalo de
tempo, nem em condigbes experimentais que ndo possam ser impostas as

amostras, por limitagdes inerentes as técnicas (Samish, Gu et al. 2009).

A caracterizacdo da variacdo dos estados conformacionais é de extrema
importancia para o entendimento da plasticidade funcional, das interacdes proteina-
proteina, entre outras propriedades. Dentro deste contexto, as informacgdes
presentes em uma estrutura rigida podem ser usadas para produzir um padrao
dindmico continuo, e assim, simular a estrutura estatica ou uma regido especifica

desta mesma estrutura em funcéo do tempo (Fernandez-Ballester e Serrano 2006).

A dinamica molecular (DM) compreende um conjunto de métodos utilizados
na analise conformacional de moléculas. Os primeiros estudos de simulacdes do
movimento de proteinas foram os trabalhos de Levitt e Lifson, em 1969, sobre a
energia de minimizacdo da lisozima e mioglobina (Wodak e Janin 1978).

Posteriormente, um estudo aplicando a mecanica molecular Newtoniana classica em
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um sistema contendo um inibidor de tripsina pancreética bovina no vacuo marcou a
transicdo dos estudos de minimizagédo para a dinamica molecular propriamente dita
(McCammon, Gelin et al. 1977). Entretanto, apenas em 1988 o mesmo sistema foi

simulado na presenca de agua (Levitt e Sharon 1988).

As simulacbes de DM provém um histérico do movimento dos atomos
(trajetoria) de uma proteina que permite a caracterizacdo microscopica deste
sistema. A transposicdo destas informacfes no nivel microscopico em
caracteristicas macroscopicos requer uma analise estatistica. Esta analise €
baseada no principio de que um grande nimero de observacdes realizadas em um
anico sistema e coletadas em tempos consecutivos representa estatisticamente as
mesmas propriedades de todos os sistemas similares, contidos em espacos

descontinuos e observadas em um unico tempo (Samish 2009).

A dindmica molecular foi incorporada a bioinformatica estrutural e tornou-se
uma ferramenta bastante difundida nos estudos sobre a estrutura e a dinamica de
biomoléculas (Wako, Kato et al. 2004).

As sucessivas configuracdes obtidas em simulacdes de DM séo geradas pela

integracéo das equacdes de movimento de Newton como func¢ao do tempo:

d’x; F,.
L "X

dt? my

l
onde d’x;/dt® é a aceleracéo de uma particula i de massa m; e F; é a forca sobre esta
particula em um determinado instante t. O somatério de solu¢des para tempos
consecutivos gera uma trajetria que descreve o movimento das particulas do

sistema, em fungéo do tempo (Leach 2001).

Os atomos do sistema sdo acelerados por uma forca F; que promove uma
alteracdo nas coordenadas cartesianas em funcdo do tempo. Contudo, as
inferéncias destas mudancas sobre as propriedades quimicas das moléculas
simuladas estédo relacionadas com as variacdes nas energias potencial e cinética
gue ocorrem entre as posi¢cdes consecutivas dos atomos, ou seja, uma funcéo de

energia potencial pseudoempirica capaz de representar a energia necessaria para
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distorcer a estrutura da proteina, dentro de um espectro natural de flutuacdes
(Samish 2009).

Sendo assim, uma segunda apresentacdo da mesma equacao ira representar
a superficie de energia potencial relacionada a cada tipo de molécula, sendo entdo
descrita pelo Campo de Forca (V) (Schlick 2006).

-0V (r;,.rn)
Fi=—%r.
{

O campo de forca € um conjunto de funcbes e parametros usados nas
simulagdes de dinamica molecular que utilizam a mecanica molecular (Samish, Gu
et al. 2009).

Esta energia potencial inclui termos aditivos intramoleculares para os atomos
ligados e os termos intermoleculares para as interacdes entre atomos nao ligados:
V(R) total = V (R) interna + V (R) externa (S@amish, Gu et al. 2009).

A energia interna € calculada através dos somatorios que definem as ligacfes

entre os atomos, os angulos destas ligacdes e os diedros.

V(R) inema = 219 K (b = bo)? + Tang Ko (8 = 00)? + L0 Ky [1+ cos(ny, — o)

Os termos b, 6, e x representam os parametros referéncia para a distancia da
ligacdo, o angulo entre trés atomos ligados e o diedro formado entre quatro atomos
ligados ou angulos diedrais, respectivamente. Como existem variagdes dos
parametros dependendo do estado de hibridizagdo e dos grupos vizinhos, 0s
campos de forca incluem muitos subtipos para cada atomo, de acordo com a
natureza quimica do atomo e o contexto de ligacbes dos mesmos (Samish, Gu et al.
2009).

Dois outros termos adicionais sdo inseridos nos campos de forga: a distancia
entre dois atomos que estdo conectados indiretamente por um terceiro (Urey-
Bradley) e os termos improprios que estao relacionados com o espectro vibracional

empirico.
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Os termos de interacOes intermoleculares estdo relacionados com as

interacOes eletrostaticas coulémicas e interacdes de van deer Waals:

_ ij 2l -
V(R) externa — an gl] ( ) N ( ) +

rij rij £dTl'j

As repulsbes interatbmicas de curto espectro e de van deer Walls sao
expressas, via de regra, utilizando o potencial de Lennard-Jones (Lennard-Jones
1931). O termo R{}”" representa a distancia r;; quando o potencial L-J € zero e ¢;;

representa o ponto da curva onde a energia € minima. As interacdes eletrostaticas

sdo representadas pelas respectivas cargas (q; € q;) dos atomos (Samish, Gu et al.

2009).

Existem alguns compos de for¢ca descritos e disponiveis para as simulac¢des de
dindmica molecular e a maioria foi parametrizado para estudos de proteinas. Entre
0S mais utilizados estdo o AMBER (Case, Cheatham et al. 2005), CHARMM
(MacKerell, Bashford et al. 1998), CVFF (Kitson e Hagler 1988), TRIPOS (Clark,
Cramer et al. 1989), OPLS (Jorgensen e Tirado-Rives 1988) e GROMOS96 (Van
Gunsteren 1996).
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2. Objetivos

2.1.  Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo estudar a dindmica conformacional das
delta-endotoxinas CrylAa, CrylAb, CrylAc, Cry3Aa, Cry8Eal, Cry8Kal, Cry8Ka5 e
Cryllal2 do Bacillus thuringiensis.

2.2. Objetivos especificos

- Caracterizar estrutural e conformacionalmente as flexibilidades global e local das
CrylAa, CrylAc, Cry3Aa e Cry8Eal.

- Analisar a influéncia da perda da a-hélice 1 sobre a estabilidade conformacional

das toxinas 3D-Cry.

- Analisar a influéncia da a hélice 1 sobre as regides que interagem com o0s

receptores de insetos-alvo (a 8, alga 2, algca 3 e 3 16), nas toxinas CrylAa e CrylAc.

- Identificar as possiveis implicagfes estruturais e funcionais decorrentes das
mutacOes nas toxinas Cry8Ka5 e Cryllal2, obtidas no LIMPP/EMBRAPA contra o

Bicudo do Algodoeiro e a Broca Gigante da Cana-de-acucar.

- Identificar a estabilidade das interacdes intermoleculares entre CrylAb e a caderina

de Manduca sexta (CAD-Ms), focando nas mudancas estruturais.
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3. Metodologia

3.1. Programas utilizados

As metodologias de modelagem molecular (modelagem por homologia,
simulagcbes de mecéanica molecular e docking molecular) que foram utilizadas na
presente tese estdo descritas detalhadamente a seguir. Os programas e servidores

utilizados dividem-se em quatro grupos:

e Visualizacdo dos sistemas: Pymol (Delano 2002) e VMD (Humphrey,
Dalke et al. 1996).

e Modelagem molecular por homologia: MODELLER 9v8 (Sali,
Potterton et al., 1995) e PROCHECK (Laskowski, Macarthur et al.
1993).

e Simulacdes de dindmica molecular: GROMACS (Berendsen 1984) e
Campo de forca GROMOS96 43al (Van Gunsteren 1996).

e Calculos de docking molecular: ClusPro (Comeau, Gatchell et al.
2004) e Rosetta (Rohl, Strauss et al. 2004).

3.2. Proteinas modeladas

As proteinas que tiveram suas estruturas tridimensionais modeladas por
homologia no presente trabalho estéo listadas na tabela 2, juntamente com o molde

e 0 cbdigo de acesso ao PDB.
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As estruturas cristalograficas dos moldes (tabela 2) foram escolhidas com
base na identidade na sequéncia de aminoacidos e as sequéncias dos mesmos
foram alinhadas utilizando 0 programa Muscle
(http://phylogenomics.berkeley.edu/cgi-bin/muscle/input_muscle.py) (Edgard, 2004)
e posteriormente ajustadas manualmente. Os alinhamentos foram submetidos ao
MODELLER 9v8 para gerar vinte estruturas-modelo.

A modelagem molecular por homologia foi realizada de forma interativa. Os
vinte modelos construidos baseados no alinhamento inicial com as sequéncias dos
moldes foram analisados com o programa PROCHECK (Laskowski et al., 1993). As
regides desfavoraveis pelo grafico de Ramachandran, consideradas de baixa
qualidade, tiveram o alinhamento reformulado para garantir a melhor precisdo
possivel. O alinhamento alternativo foi entdo submetido novamente ao MODELLER,
contendo alteracbes no script. Posteriormente, foi aplicada uma ferramenta para
minimizacdo de energia com o relaxamento das estruturas.

As coordenadas atébmicas do modelo da Cryllal2-ori foram utilizadas como
molde para se construir os modelos das toxinas variantes de 1 a 3. E as
coordenadas da Cry8Kal foram utilizadas para a obtencdo do modelo da Cry8Kab.

Tabela 2: Toxinas 3D-Cry de Bacillus thuringiensis e Caderinas que foram
modeladas por homologia

Estrutura modelada Molde PDB ID
CrylAb CrylAa 1ClY
CrylAc CrylAa 1ClY

Cryllal2 ori Cry3Bb1l 1JI6
Cry8Eal 3EB7
Cryllal2 -1 Cryllal2 ori -
Cryllal2 - 2 Cryllal2 ori -
Cryllal2 - 3 Cryllal2 ori -
Cry8Kal Cry8Eal 3EB7
Cry8Ka5 Cry8Kal -
CAD-Ms eCAD-XI 1L3wW
tCAD-XI 3K6D

CAD-Ha

CAD-Ms
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Tabela 3: Toxinas variantes da Cryllal2, muta¢gGes e mortalidade aferida

para T. licus licus.

Variante Mutacdo Dominio Mortalidade

1 D233N I 27,9%
E639G 1]

2 D233N I 75,4%

3 1116T I 58%
L266F Il
K580R 1]

3.3. Sistemas simulados

Para os estudos de DM foram escolhidas quatro toxinas: CrylAa (PDB 1CIY),
CrylAc (modelada a partir da CrylAa), Cry3Aa (PDB 1DLC) e Cry8Eal (PDB 3EB7).
Estas proteinas foram escolhidas por serem as toxinas descritas classicamente na
literatura como referéncia para o mecanismo de acdo e, portanto, sdo as que
possuem mais dados experimentais discutidos sobre a toxicidade, ligacdo aos
respectivos receptores e residuos ligantes mapeados.

Cada uma das estruturas das toxinas foi utilizada na montagem de dois
sistemas, o primeiro com a toxina inteira e o segundo com a retirada da a1, na

prolina da alga localizada entre as a1 e a2 (Figura 7).
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Figura 7: Representagcdo esquematica das estruturas simuladas. A a1 esta
destacada em vermelho.

3.4. Simulacbes de DM

As simulacdes de DM foram executadas utilizando o GROMACS v. 3.3.3.
(Berendsen 1984) e o campo de forga GROMOS43al (Van Gunsteren 1996). O
protocolo de simulacdo segue descrito abaixo, de acordo com de Groot &
Grubmdller (2001).

Para a montagem dos sistemas, cada proteina foi solvatada em uma caixa
cubica com condic¢des periddicas de contorno e utilizando como solvente, moléculas
de 4gua SPC (Single Point Charge) (Berendsen et al., 1987). Os contra-ions cloreto
ou sadio, quando necessarios, foram adicionados aos sistemas com 0 objetivo de
neutralizar a carga liquida dos mesmos. As interacdes eletrostaticas foram
calculadas utilizando o método Particle-Mesh Ewald (PME) com raios de corte de
Coulomb e van der Waals de 9 A (Darden et al., 1993). Para a restricdo das ligacdes
covalentes foi aplicado o método Lincs (Hess et al., 1997), a fim de possibilitar 2 fs
como passo de integracdo. Para todas as simula¢des a temperatura foi mantida a
310K. O acoplamento do soluto, ions e solvente a banhos externos de temperatura e

pressdo foi empregado para manter as temperatura e pressdo constantes. As
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constantes de acoplamento foram de t = 0,1 ps e t = 0,5 ps, respectivamente
(Berendsen et al., 1984) e a constante dielétrica do meio foi de € = 1.

Inicialmente foi realizada uma termalizacdo que promoveu um aquecimento
gradativo dos sistemas, a fim de evitar as deformacdes nas toxinas estudadas. Este
aumento gradual da temperatura consistiu em um passo de 5 ps a 50K com restricdo
de posicao, seguido de seis outros passos de 5 ps com aqguecimento lento de 50K a
310K. Com isso a cada passo, havia um aumento da temperatura em 50K.

Ao final da termalizacdo, os sistemas aquecidos a 310K e em estado de

equilibrio seguiam a simulacao até 50 ns.

3.5. Caélculos de docking molecular

Os calculos de docking foram utilizados para a busca de coordenadas passiveis
de formar um heterodimero da CrylAb com a caderina de Manduca sexta (CAD-Ms),
tomando como base a descricdo das regifes ligantes tanto na CrylAb quanto na
CAD-Ms.

As coordenadas atomisticas dos modelos teéricos da CAD-Ms e da CrylAb
foram submetidas aos programas ClusPro (Comeau, Gatchell et al. 2004) e Rosetta
(Rohl, Strauss et al. 2004), sem restricdes, a fim de observar a confluéncia dos
resultados com os dados disponiveis na literatura. Os resultados de melhor energia
e coincidentes com as interfaces de interacdo descritos na literatura foram

escolhidos.
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4. Resultados

4.1. Andlise das mutacoes das Cry8Ka e Cryllal2

4.1.1. Cry8Ka5

Nas toxinas Cry8Kal e Cry8Kab, os cinco blocos de sequéncias conservadas
sdo caracteristicos das toxinas 3D-Cry e situam-se nas seguintes regides: F127-
W156, W200-D244, L441-vV488, K509-A519 e 1582-P591. Nenhuma das mutac¢bes
presentes na Cry8Ka5 esta localizada dentro desses blocos conservados, ou seja,

para as duas toxinas Cry8Ka estas regides sao idénticas.

As estruturas finais, quando submetidas ao PROCHECK, apresentaram 93%
dos residuos de aminoacidos situados na regido favoravel, 6,2% em regides
permitidas e 0,8% em regibes desfavoraveis, para a Cry8Kal e 92,6% em regibes
favoraveis, 6,6% em regides permitidas e 0,8% em regides desfavoraveis para a
Cry8Ka5 (Figura 8).

Psi {degrees)

+ .. Ll A 4
[1] 45 90 135 180
Phi (degrees)

Figura-8 Grafico de Ramachandran das Cry8Ka modeladas. A: Cry8Kal. B: Cry8Kab5.
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Os modelos das duas Cry8Ka apresentam a mesma estrutura globular tipica
de toxinas 3D-Cry, com trés dominios contiguos e continuos, diferindo apenas as
cadeias laterais dos seis residuos substituidos. Na Cry8Kal o dominio | contém a
porcao dos residuos 1-238, o dominio Il dos 239-450 e o dominio Ill, 451-594.

As seis substituicdes (R82Q, Y260C, P321A, R508G, K538E e E594N) foram
localizadas na estrutura modelada da Cry8Ka5. A primeira mutacdo esta localizada na
hélice a3 do dominio um, as duas seguintes estdo situadas na folha 5 e na hélice a8,
do dominio dois e as trés ultimas distribuidas ao longo do dominio trés, na alca entre
as fitas 20 e B21 e nas fitas 20 e P23, respectivamente. Todas estas mutacdes
estdo localizadas na superficie da proteina expostas para o solvente, exceto a
mutacdo R82Q que esta situada na interface entre os dominios | e Ill (Figura 9).

DOMAIN |

DV .I,I_I E594N‘z

Figura 9: Representacdo esquematica da estrutura tridimensional da Cry8Kab, indicando as mutacdes.
A: toxina inteira; B: Dominio um; C: Dominio dois e D: Dominio trés. As substituicbes estao
representadas em licorice ha cor magenta.

Quatro das seis substituicbes apresentaram uma modificacdo no padrao do
potencial eletrostatico de superficie (PES) (R82Q, Y260C, R508G e K538E) (Figura
10). As mutagbes R82Q (Figura 10A e 10B), Y260C (Figura 10C e 10D) e R508G
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(Figura 10E e 10F) tornaram a carga liquida local menos positiva, enquanto que a
mutacdo K538E (Figura 10G e 10H) promoveu uma mudanga mais acentuada no
potencial de superficie, tornando a regido negativa. Adicionalmente, as quatro
substituicdes estdo préximas a regides mapeadas como importantes para o

mecanismo de agao das toxinas 3D-Cry.

Figura 10: Representacédo esquematica do potencial eletrostatico de superficie (PES) local nas regifes
modificadas das Cry8Ka. A, C, E e G representam os residuos R82, Y260, R508 e K538 da Cry8Kal,
respectivamente. B, D, F e H representam os residuos Q82, C260, G508 e E538 da Cry8Kab,
respectivamente (as setas indicam os residuos mutados).

4.1.2. Cryllal?

Os melhores modelos foram escolhidos a partir da analise do grafico de
Ramachandran, utilizando o PROCHECK (Figura 11) e as cinco substituicdes foram
localizadas nas estruturas das proteinas variantes. Trés no dominio |: [116T,
localizada na alga entre as a2b e a3 da variante trés; D233N, presente na a6 nas
variantes um e dois e L266F, localizada na a7 da variante 3. Duas mutacdes estao
presentes no dominio Ill: K580R, localizada na 16 da variante trés e E639G,
localizada na 319 da variante um (Figura-12).
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Figura-11 Gréfico de Ramachandran das Cryllal2 modeladas. A: Cryllal2 original. B, C e D:
Cryllal2 variantes 1, 2 e 3, respectivamente.

Domain 11

Figura 12: Estrutura terciaria tedrica da Cryllal2 e as mutag8es das variantes.
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Em relagcdo & mutacdo E639G na variante um, G639 interage unicamente com o
residuo R562 do bloco 4, através de duas ligages de hidrogénio com aproximadamente 3A,
enquanto na Cryllal2 original, E639 interage com Y283 do bloco 2, através de uma ligacédo
de hidrogénio de 2.58 A, com R562 do bloco 4 através de uma ligacdo de hidrogénio de 3A,

e com R637 do bloco 5 através de uma ponte salina de 3.34A (Figura-13).

Na mutagdo 1116T da variante trés, o oxigénio da T116 interage com o CB da A120.
Com relacdo & mutacdo L266F, a leucina 266 tem sua cadeia lateral voltada para os E455
(dominio 2), D270 e R262 (dominio um). E finalmente, na mutacdo K580R, ambos K580 e

R580 estao coordenados com o N578.

Figura 13: Representagdo esquematica da mutacdo E639G. A: Posicéo e distancias entre os residuos
E639 e R637, R562 e Y283 respectivamente. B: Posicionamento do G639 da variante 1 em relacédo a
R562.

A variante 2 contém uma Unica mutacdo D233N que acarreta uma mudanca na carga
liguida local pela simples troca do OD2-D233 pelo NE2-N233. Na Cryllal?2 original a cadeia
lateral da K600 estd voltada para o D233, enquanto que na variante 2 a mesma cadeia

lateral situa-se distante do N233 (Figura 14).
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Figura 14: Representacdo esquematica da mutacdo D233N da variante 2. A: Distancias entre NZ-
K600 e OD2-D233 (4,8 A) e NZ-K600 e OD2-D598 (4,5 A), na Cryllal2 original. B: PES da Cryllal2
original mostrando a proximidade entre K600, D598 e D233. C: PES da Cryllal2-var 2 original

mostrando o afastamento de K600 com N233 e D598, respectivamente.

4.2. Dinadmica Molecular das CrylAa, CrylAc, Cry3Aa e Cry8Eal.

O Desvio Quadréatico Médio (RMSD) dos atomos dos sistemas foi calculado a
partir das trajetérias de 50 ns tomando como referéncia as estruturas das
respectivas proteinas a 35ps. A variagdo do RMSD em fun¢édo do tempo fornece
uma medida da convergéncia das propriedades estruturaisdindmicas das proteinas.
Os RMSDs variaram de 0,119 a 0,328 nm para a CrylAa, de 0,122 a 0,649 nm na
Aa1-CrylAa, de 0,145 a 0,453 nm na CrylAc, de 0,148 a 0.529 nm no sistema Aa1-
CrylAc, 0,125 a 0,381 nm na Cry3Aa, 0,126 a 0,475 nm na Aa1-Cry3Aa, 0,124 a
0,352 nm na Cry8Eal e 0,127 a 0,554 nm na Aa1-Cry8Eal (Figure 15).
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Figura 15: Desvio Quadratico Médio — RMSD (em nm) das estruturas amostradas dos sistemas
toxina inteira (preto) e sistemas sem a hélice a-1 (vermelho), os quais foram obtidos a partir
da remocéo da a-1 dos arquivos PDB.

A estabilidade da estrutura globular foi analisada através dos perfis do raio de
giro (Rg) ao longo das trajetérias dos oito sistemas. Os Rgs médios das toxinas
foram 2,4809 £ 0,0150 nm para a CrylAa, 2,576 + 0,0156 nm na Aal-CrylAa; 2.489
+ 0.0088 nm na CrylAc, 2.508 + 0.015 nm na Aal-CrylAc, 2,575 + 0,0124 para a
Cry3Aa, 2,671 £ 0,0213 na Aal-Cry3Aa, 2,495 £ 0,0090 na Cry8Eal e 2,556 +
0,0182 na Aal-Cry8Eal (Figura-16).

Cry 8Eal Cry 1Ac
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Figura 16: Raio de Giro — Rg (em nm) das estruturas dos sistemas simulados. Toxinas inteiras em
preto e as estruturas sem a a-1 estdo representadas em vermelho.
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As flutuagbes quadraticas médias (RMSF) calculadas para os residuos,
apresentaram perfis semelhantes para as quatro toxinas (Figura 17). Os picos das
curvas correspondem as alcas e as depressdes correspondem as a-hélices (dominio
) e fitas B (Dominios Il e IlI). No dominio I, a flexibilidade maior é encontrada nas
alcas situadas entre as a3-a4 e a4-a5. Nos dominios Il e lll as regides mais flexiveis
correspondem aos sitios de reconhecimento/ligacdo aos receptores ou estdo
proximas destes. Em todos os RMSFs tomados para os sistemas sem a al é
possivel observar um aumento da flexibilidade em todos os segmentos das curvas,

com excecao dos residuos na hélice a8 e na al¢a 3 da CrylAc (Figura 17A).
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Figura 17: Flutuacdo Média Quadratica — RMSF das toxinas Cry. As proteinas inteiras estdo
representadas em preto e os sistemas sem a-1 em vermelho. Os trés dominios contiguos estéo
representados com as cores mostradas na figura 2 (Dom |, Dom Il e Dom III).

A Funcéo de Distribuicdo Radial (RDF) indica a variacdo da densidade de um
atomo ou um grupo de atomos em relacdo a uma particula de referéncia. As figuras
18 e 19 apresentam os perfis de RDF dos atomos de oxigénio e nitrogénio (cadeias
laterais) dos residuos localizados nas a-8, 16 e alcas 2 e 3, das CrylAa e CrylAc.
Os atomos NH2-R249 (Figuras 18A e 18G), OE1-Q253 (Figuras 18B e 18H) de
ambas CrylA apresentaram um perfil semelhante com os mais altos RDFs da a-8.

As 316 das CrylAa e CrylAc possuem diferengas nas sequéncias, com um sitio de
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ligacdo ao Gal-NAc na CrylAc e os gréficos de RDFs (Figuras 18C, 18D, 18l e 18J)
apresentam perfis distintos. Entretanto, os residuos R511 da CrylAa e o R479 da
CrylAc parecem ter um padrdao semelhante de exposicdo ao solvente. Os residuos
da alca trés (Figuras 18E, 18F e 18K) também apresentam perfis diferentes de
exposicao ao solvente, a exemplo do OG-S406. Na alcga dois, as argininas R335 e
R336 da CrylAa equivalem as R336 e R337 da CrylAc, respectivamente. Nas
figuras 19A e 19C é possivel observar que a R336, em ambas as toxinas CrylA,
apresentam o maior RDF. Da mesma forma, as N344 (OD1) nas duas CrylA
também apresentam perfis de RDF com valores mais elevados (Fig 19B e 19D). Os
residuos Q346 e E347 da CrylAa equivalem aos Q346 e Q347 da CrylAc e
apresentam os perfis de RDF com valores menores, tanto para os nitrogénios (Fig

19A e 19C), quanto para os oxigénios (Fig 19B e 19D).
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Figura 19: Funcédo de Distribuicdo Radial de &tomos de Oxigénio e Nitrogénio da alca 2 das CrylAa e
CrylAc.

4.3. Docking molecular

As estruturas das CrylAa e CrylAc obtidas ao final das simulacdes de DM de
50ns foram utilizadas para os calculos de docking molecular com as caderinas de
Manduca sexta (CAD-Ms) e Helicoverpa armigera (CAD-Ha), respectivamente. Estas
duas caderinas (Figura 20), ja descritas na literatura como receptores para as duas
CrylA utilizadas neste estudo, também foram modeladas tomando como molde as
e-caderinas de Xenopus laevis. As estruturas resultantes dos dockings com os

sitios de ligacdo que corresponderam ao ja descrito na literatura foram escolhidas
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para as andlises (Figura 21). Os residuos envolvidos nas interfaces toxina/receptor
das a-8, B16 e alcas 2 e 3, estao listados nos anexos 1 e 2.

Figura 20: Caderinas de Helicoverpa armigera — CAD-Ha (em magenta) e Manduca sexta — CAD-Ms

(em laranja).

Figura 21: Representagdo esquemética da estrutura heterodimérica formada pelas CAD-Ms e

Cry1Ab. Em D, detalhes das regides ligantes da Cry1Ab (a8, alcas 2 e 3).
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5. Discussao

5.1. Analise das mutacdes das Cry8Ka e Cryllal2

5.1.1. Cry8Ka5

Nenhuma das mutagfes presentes na Cry8Ka5 esta localizada dentro das regifes
de sequéncias conservadas, ou seja, para as duas toxinas Cry8Ka estas regides séo
idénticas. E como a presenca destes blocos esta relacionada a estabilidade estrutural
das 3D-Cry (Hofte e Whiteley 1989; Schnepf, Crickmore et al. 1998; Pigott e Ellar
2007), possivelmente as duas toxinas Cry8Ka (Cry8Kal e Cry8Ka5) tem o mesmo

comportamento conformacional global.

Todas as estruturas cristalograficas das toxinas 3D-Cry foram obtidas a partir de
toxinas ativas e, por conseguinte, clivadas nas extremidades N e C terminais. Sendo
assim, os modelos obtidos para as toxinas Cry8Ka e Cryllal2 também nao tiveram as

respectivas extremidades modeladas.

Adicionalmente, foi identificada uma delecdo de 16 residuos de aminoacidos na
porcdo N-terminal da Cry8Ka5. Contudo, esta reducdo no tamanho da toxina n&o
afetou a sua atividade, uma vez que a dele¢do esta situada antes do sitio de ativacédo

da mesma.

A troca de uma arginina por uma glutamina na posicado 82 esta localizada na
porcdo mediana da hélice a3 (dominio um) e proxima dos residuos envolvidos com a
oligomerizacao e/ou inser¢do na membrana (Coux, Vachon et al. 2001; Nunez-Valdez,
Sanchez et al. 2001; Vachon, Prefontaine et al. 2002; Kanintronkul, Sramala et al.
2003; Vachon, Prefontaine et al. 2004; Girard, Vachon et al. 2008; Girard, Vachon et
al. 2009). Nas toxinas Cry1A, parte das argininas da a3 esta associada com pontes
salinas intramoleculares que contribuem para a estabilidade estrutural do dominio |
(Vachon, Prefontaine et al. 2002). Contudo, na Cry8Kal a cadeia lateral da arginina
82 estd mais voltada para o solvente e estruturalmente distante de residuos
envolvidos com as possiveis pontes salinas (aspartatos ou glutamatos), o que sugere
uma interacdo maior deste residuo com o solvente. A Cry8Ka5, cuja toxicidade é trés

vezes maior que a Cry8Kal, possui uma glutamina na posicédo 82 e a perda de um
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residuo carregado positivamente pode estar interferindo na interacdo com a

membrana ou oligomerizacgéao.

Tirosinas podem ser comumente substituidas por outros aminoacidos
aromaticos sem o comprometimento de funcéo (Hanks, Quinn et al. 1988). A mutacéo
Y260C estd localizada em uma alga longa composta no total por 55 residuos de
aminoacidos e que contém a a8 e outra hélice menor. Esta regido hipervariavel do
dominio dois esta diretamente envolvida com a especificidade das toxinas 3D-Cry pois
€ uma regido de interacdo com os receptores do tipo caderina (Pigott e Ellar 2007;
Pardo-Lopez, Soberon et al. 2012; Vachon, Laprade et al. 2012). Além disso, esta
alca apresenta uma alta flexibilidade e a a8 tende a perder a estrutura secundaria,
como observado nos sistemas simulados (Figura 17). Apesar da substituicdo da Y260
por uma cisteina nao resultar em uma modificacdo acentuada na carga liquida local, a
mudanca estrutural decorrente das diferencas topoldgicas das cadeias laterais (Fig
10C e 10D) pode influenciar nas interagdes intermoleculares, particularmente nas que

envolvem os fons de Ca+? presentes nas caderinas.

De modo geral, argininas e glicinas podem estar envolvidas em ligacdes com
grupamentos fosfato. Entretanto, a cadeia lateral da glicina confere uma maior
flexibilidade as algas, quando comparada a arginina. De forma similar & Y260C, a
substituicdo R508G acarreta mais uma mudanca na superficie da proteina do que na
carga liquida local. A R508 esta localizada em uma regido polimorfica dentro das
toxinas 3D-Cry, adjacente ao bloco quatro (318), altamente conservado entre as Cry.
Este bloco é rico em argininas e tirosinas e tem sido relatado como regido que
interage com os receptores do tipo GPI-APN e GPI-ALP, quer seja com a participacéo
de Gal-NAc, no caso da CrylAc, ou independente de glicosilagcbes, como € o caso
das demais toxinas estudadas (Pigott e Ellar 2007; Liu e Wang, 2010; Pardo-Lopez,
Soberon et al. 2012). Sendo assim, muta¢gdes nesta alca podem afetar as possiveis
interagcbes com o0s receptores e um aumento na flexibilidade, provocado pela
presenca de uma glicina na posicdo 508 flanqueando a 18 (bloco 4), pode
igualmente estar facilitando a ligacdo da toxina modificada (Cry8Ka5) com receptores

de membrana do A. grandis.

A substituicdo K538E esta localizada na alga situada entre os 320 e 21 do
dominio 3 e se encontra voltada para o solvente. Esta mutacdo promove uma

modificacdo acentuada com a troca de um residuo carregado positivamente por outro
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com carga negativa (Fig 3-G e H). Além disso, na Cry8Kal a K538 esta
estruturalmente proxima do D520, localizado na alga externa da (19. Todavia, na
Cry8Kab5 a lisina € substituida por um glutamato (E538) e a adicdo de carga negativa
nesta regido pode comprometer a interacdo com o D520 (Figura 22). Nas alcas do
dominio trés ja foram caracterizados residuos que sédo importantes para a expressao
méxima da toxicidade das proteinas 3D-Cry, por estarem envolvidos com a ligacao
aos receptores ( Gomez, Arenas et al. 2006; Xiang, Qiu et al. 2009; Liu, Wang et al.
2010). O dominio Il € o menor dos trés dominios das 3D-Cry e o de estrutura mais
simples, com uma grande porcdo voltada para o solvente e, por conseguinte,
propensa as interacfes intermoleculares, a saber, com receptores do tipo GPI-ALP
(Masson, Lu et al. 1995; Arenas, Bravo et al. 2010) e com Gal-NAc (de Maagd, Bravo
et al. 2003). Sendo assim, a mutacdo K538E pode ter modificado a afinidade pelo
receptor GPI de A. grandis e ter contribuido para a toxicidade aumentada da Cry8Ka5

que foi aferida através dos bioensaios.

Figura 22: Detalhe do dominio 3 mostrando as distancias entre o residuo D520 e os residuos
da mutacédo: K538 e E538.

Embora n&o existam dados estruturais precisos descritos na literatura sobre as
interacdes 3D-Cry e receptores de Coleoptera, tanto quanto os dados ja disponiveis
para Lepidoptera e Diptera, foi possivel identificar a partir dos dados disponiveis para

as CrylA e Cry3Aa, as regides da Cry8Ka5 que estdo relacionadas com a toxicidade.
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A partir de entdo, também foi possivel estimar a contribuicdo conjunta destas mesmas

mutacoes.

5.1.2. Cryllal?

Quatro das substituicdes encontradas nas variantes de Cryllal2 obtidas por
DNA shuffling e Phage Display resultaram em trocas por residuos apolares e as

outras duas por residuos carregados.

Adicionalmente, a maioria das mutacdes foi encontrada no dominio I, cuja
funcdo principal é a de oligomerizagdo e insercdo na membrana. Dean et al. (1996)
realizando experimentos de mutagénese sitio dirigida com Y153D, Y153A e Y153R
no dominio | da CrylAb demonstrou que o aspartato, como residuo carregado
negativamente € menos favoravel a insercdo na membrana em toxinas da familia
CrylA, do que residuos carregados positivamente, como argininas ou polares
neutros, como alaninas. Girade et al. (2009) demonstraram com mutagdes nas o4 e
a5 e algcas adjacentes que estas regides possuem um importante papel no
mecanismo de formacédo de poros. Portanto, as muta¢cdes no dominio | das variantes
de Cryllal2 podem ter uma influéncia na formacé&o de poros, oligomerizagéo e

insercdo na membrana de T. I. licus.

Neste trabalho, duas mutac¢des foram encontradas no dominio Ill, o qual esta
associado com a protecdo contra a protedlise, com reconhecimento e ligacdo aos
receptores e regulacdo da formacao do poro (Flores, Soberon et al. 1997). Além
disso, os blocos conservados 2, 4 e 5 estdo estreitamente envolvidos com a
funcionalidade das toxinas (Schnepf et al., 1998). Na variante um, a mutagéo
E639G, localizada na fita B-19 do dominio Ill est4 préxima de residuos do bloco 4
(R562) e possivelmente relacionada com a estabilidade estrutural globular da toxina,

e consequente funcionalidade do dominio.

A variante 2 contém uma unica mutacdo D233N. O residuo presente nesta
posicdo, seja 0 D233 na Cryllal?2 original ou o N233 na variante 2, invariavelmente

apresenta a cadeia lateral voltada para o solvente. Este residuo ndo pertence a
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nenhuma regido previamente mapeada como relevante para a expressdo da
toxicidade em 3D-Cry. Mas o mesmo residuo esta proximo da 19, que é importante
para a ligacdo ao receptor. A substituicdo encontrada na variante 2 acarreta uma
mudanca de carga liquida local pela simples troca de um oxigénio (OD2-D233) por
um nitrogénio (NE2-N233). Na Cryllal2 original, os residuos D598, Y599 e K600, da
B 19 estdo préximos ao D233 (Fig-14A e 14B). Esta mudanga por um aminoacido
com um oxigénio a menos (N233) promove o afastamento do NZ-K600 dos OD2-
D598 e N233 (Fig-14A e 14C). Como consequéncia, a cadeia lateral da lisina 600
fica voltada para o solvente, na variante 2 (Fig-14C), e assim, mais favoravel as

interacdes intermoleculares.

Para elucidar o papel dos residuos D233, D598 e K600 na variante 2, novos
estudos de docking molecular e DM com a APN de T. I. licus estdo sendo

conduzidos a fim de determinar estas interacdes toxina/receptor.

As trés mutacdes que foram observadas na variante 3 parecem ter um efeito
sinérgico na estrutura e consequente funcdo desta variante. Na mutacdo 1116T o
oxigénio da T116 interage com o CB da A120. Este residuo corresponde ao A92 da
CrylAb, o qual esta envolvido com a insercdo na membrana (Chen et al.,2005). Com
relacdo a mutacédo L266F, a leucina 266 tem sua cadeia lateral voltada para os E455
(dominio 1), D270 e R262 (dominio I). Na Cryllal2 variante, o anel aromatico da
fenilalanina € menos reativo do que a L266 e pode estar interferindo nas interacdes
entre os dominios 1 e 2. E finalmente, a mutacdo K580R, ambos K580 e R580 estao
coordenados com o N578, que corresponde ao N546 da CrylAc, ja relatado como
importante para a ligacdo ao receptor (Xiang et al., 2009). Sendo a arginina mais
carregada positivamente do que a lisina, esta pode estar atraindo o N578, tornando

menos favoravel as interacdes intermoleculares desta com possiveis receptores.

5.2. Dinamica Molecular das CrylAa, CrylAc, Cry3Aa e Cry8Eal.

Os RMSDs dos sistemas com as proteinas inteiras ndo apresentaram uma
variagao significativa nas quatro toxinas estudadas. Em todos os sistemas simulados

sem a al houve um aumento nos valores médios. Além disso, as toxinas especificas
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para Coleoptera (Cry3Aa e Cry8Eal) (Figura 15A e 15B) e as Lepidoptera-
especificas (CrylAa e CrylAc) (Figura 15C e 15D) apresentaram perfis de RMSD
semelhantes entre si e distintos quando os dois grupos foram comparados. Este fato
pode estar relacionado com propriedades conformacionais diferentes entre cada
subgrupo de 3D-Cry que refletem na especificidade para os diferentes taxa. Os
graficos de Rg mostram uma semelhanca nos perfis das quatro toxinas inteiras,
mesmo com valores diferentes, como o observado para a Cry3Aa (Figura 16B, curva
em preto). Entretanto, a perda da a-1 parece promover modificacdes na estabilidade
de elementos da estrutura secundaria (Figura 16, curvas em vermelho). A estrutura
globular das 3D-Cry e o0s aspectos estruturais dos trés dominios ja foram
extensivamente discutidos na literatura, através de estudos com estruturas rigidas
(Pigott e Ellar 2007; Pardo-Lopez, Soberon et al. 2012). Esta tese € o primeiro
trabalho que aborda a comparacdo do comportamento conformacional destas

toxinas em sistemas dinamicos.

As regides identificadas como sitios de reconhecimento/ligacdo aos
receptores apresentaram valores maiores de RMSF nos sistemas das proteinas
inteiras (Rajamohan, Hussain et al. 1996; Smedley e Ellar 1996; Chen, Brown et al.
2005; Liu, Wang et al. 2010). A flexibilidade local foi aumentada nos sistemas Aal-
Cry e isto pode estar relacionado com o mecanismo de acdo destas toxinas. Este
efeito se propaga por toda a superficie da proteina e ndo somente na extremidade
N-terminal sugerindo o inicio de um processo de transicdo conformacional que pode
estar envolvido com as interacdées com a membrana (ligacdo dos receptores e/ou

iInsergao).

Nas toxinas do subgrupo CrylA, as regides a-8, 16, alcas 2 e 3 sao
responsaveis pela ligacdo as caderinas e receptores do tipo GPI (ALP e APN)
(Pacheco, Gomez et al. 2009; Bravo, Likitvivatanavong et al. 2011,
Likitvivatanavong, Chen et al. 2011). Através da comparacao dos graficos de RDF,
foi possivel observar que as extremidades N-terminais das a-8 e alga 2 apresentam
comportamentos semelhantes quando as duas CrylAa e CrylAc foram comparadas.
Em contraste, as alga 3 e 316 apresentaram perfis bastante diferentes de exposicao
ao solvente. Os padroes de RDF observados para estas regides podem estar
relacionados com a ligacdo aos receptores de membrana dos insetos-alvo e,

consequentemente, com a especificidade destas toxinas.
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6. Conclusodes

- As toxinas CrylAa, CrylAc, Cry3Aa e Cry8Eal apresentam padrdes
conformacionais semelhantes, apesar das diferencas funcionais relacionadas com a

especificidade.

- A perda da a-1, que in vivo ocorre apés a ligacdo a caderina, promoveu nos
sistemas estudados um aumento na flexibilidade local. Este efeito se propaga por
toda a superficie da toxina e pode estar relacionado com as mudancas

conformacionais postuladas nos modelos de acao.

- Nas toxinas do subgrupo CrylA, as regifes identificadas como sitios de
reconhecimento/ligacdo aos receptores (a8, alca 2, alca 3 e fita B16) sofrem
alteracdes na flexibilidade e na exposicdo ao solvente. Estas alteracbes estao
relacionadas com as etapas do mecanismo de acdo apos a ligacdo a caderina, que
sdo a ligacdo de maior afinidade aos receptores do tipo GPI, oligomerizacédo e

inser¢cdo na membrana.

- As mutacdes presentes nas toxinas Cry8Ka5 e Cryllal2, obtidas no
LIMPP/EMBRAPA e ativas contra A. grandis e T. licus licus, contribuem para o
aumento da toxicidade encontrada porque estéo localizadas nos sitios de interacao
com 0s receptores ou interferem nesta interacdo por situarem-se proximas aos

mesmos sitios.
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Abstract

Bacillus thuringiensis (Bt) is a Gram-positive entomotoxic bacterium widely used in
crop-pests and disease vectors control for almost 60 years. Its success relies on the
production of the d-endotoxins (Cry). Models proposed to explain the activity of Cry
proteins are based on N and C-terminal cleavages, binding to a cadherin-like
receptor and conformational changes. CrylA toxins are the most used proteins for
construction of transgenic plants resistant to many crop pests. However, structural
aspects of the mode of action and toxin/receptors interactions remain unclear. This
study aimed to characterize the global and domains flexibilities of CrylAc and the
influence of helix a-1 deletion focusing on structural and conformational changes and
the steps of the mode of action. Two systems (whole protein and helix a-1 removed
protein (Aal)) were submitted to molecular dynamic (MD) simulations at the scale of
50 ns using the GROMACS suite and GROMOS96 force field. The data show that
the global flexibility of CrylAc was increased by helix a-1 withdrawal (Aal). The local
flexibility was higher in Aal system and it is also closely related with the mode of
action. This effect propagates on the surface and not only on the N-termini
suggesting the beginning of a complex process of conformational transition which is
narrowly related with the mode of action. The CrylAc residues with high RMSF are
the ones previously identified as recognition/binding sites (apex of domain Il and
domain-II/lll interface) or play a role on its dynamic. The absence of helix a-1 triggers
structural changes mainly on the interaction motifs and expose to the solvent
important residues from a5 and a7 involved with oligomerization and membrane
insertion. Finally, the Aal-CrylAc system showed a different profile of solvation from
residues of loop 2.
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Introduction

Bacillus thuringiensis (Bt) is a gram-positive spore-forming bacterium found in
soil widely spread throughout the world. It was first identified in Japan in 1901, and
described again in 1915 in Thuringia [1]. Originally recognized as a pathogen of the
Silkworm, several strains were also found on epizootic events in insect pests. In 1960
Bt started to be successfully used to control insect pests in agriculture and disease
vectors — especially because of its specificity — which reflects directly on the safety to
human health and to non-target organisms [2]. Several mass control programs of
these harmful species have used Bt in bio-larvicides with different formulations as a
successful alternative to the use of chemical pesticides [3, 4].

Since the introduction of transgenic plants expressing Bt genes in 1995, it has
been demonstrated that Bt-crops constitute an important tool in the increase of
productivity and in the decrease of the use of chemical insecticides. Nowadays, 160
million hectares are planted with biotech crops, representing an increase of 94 times
of the area planted in 1996 [5], and around 35% of these Bt-crops express Cry
genes, resulting in a reduction of around 8.4% in the use of chemical pesticides [6].

The success of Bt in the control of insects results from the production of toxins
during the spore phase [7]. The &-endotoxins, as they are known, are composed of
two main sub-groups: Cry and Cyt [8]. The Cry toxins compose the largest group and
present specific toxicity against different insect orders (Lepidoptera, Coleoptera,
Hymenoptera and Diptera) [9, 10]. These proteins are divided in 67 sub-groups
totalizing more than 200 proteins, classified according to the amino acid sequence
identity and the specificity of target-species [11].

The identities in the amino acid sequences range from 20 to 90% when
different Cry toxins are compared [12]. However, all Cry toxins share a common
globular structure formed by three continuous and contiguous domains and five
blocks conserved among the sub-groups [13]. Such topologies can be observed in
crystallographic (PDB ID) or modeled structures obtained and described for toxins
along different sub-groups, such as CrylAa (1CIY) [14], Cry1lAb19 [15], CrylAc [16],
Cry2Aa (1I15P) [17], Cry3Aa (1DLC) [18], Cry3Ba (1J16) [19], Cry4Aa (2C9K) [20],
Cry4Ba (1W99) [21], Cry5Aa [22] and Cry8Eal (3EB7) [23]. Domain | consists of a
bundle of six amphipathic a-helixes and one central hydrophobic a-helix being

described as an important factor in the interaction with the apical membrane of the
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target-insect midgut. Domain Il is composed by three greek-key anti-parallel B sheets
that form a B-prism — two of these are formed by 4 b-strands and the third one is
formed by 3 b-strands and one short a-helix (a 8). Domain Ill consists of one
B sandwich composed by two jelly-roll topology  sheets [23].

The similarities in the structure and cytopathological processes caused by the
intoxication with these toxins are a strong evidence that these toxins share a
molecular mechanism of similar action or, at least, with some common aspects. This
action mode is based on its proteolytic activation and its recognition and binding by a
receptor which is present in the apical membrane of the midgut epithelium of these
insects [12].

Two controversial models are the target of extensive research and aim to
explain the intermediate stages between the activation and death of epithelium cells.
Both models are based on experimental evidences obtained with toxins of the CrylA
sub-group. In the model of signal transduction, the activated toxin, in its monomeric
form, links to a cadherin-like membrane receptor and starts a c-AMP dependent
protein kinase signal transduction cascade, resulting in cellular death [24]. In the
model of pore formation, a series of events for sequential binding to different
membrane receptors is described, e.g. cadherin and cadherin-like (CAD) [25], GPI-
anchored aminopeptidase N (APN) [26, 27] and alkaline phosphatase (ALP) [28, 29],
producing conformational changes in the toxins, loss of the N-terminal end (a helix 1)
[30] and increasing the binding affinity of these toxins to the receptors, culminating in
the oligomerization of the toxins and the formation of a pre-pore structure [25, 31].
The oligomers go into the membrane and open ion channels that promote cell lysis
and subsequent death [32].

The apex of domain Il is composed by the confluence of three regions: a helix
8, loops 2 and 3 [14, 16]. The B strand 16 participates of the domain Il/lll interface
and is reported as a Gal-NAc binding site [16, 33-36]. The loop 3 and 316 are related
to the binding to aminopeptidase N (APN) and alkaline phosphatase (ALK) receptors,
which are related to the first step of the process of binding and conformational
modifications of CrylA toxins [37-39]. Loop 3 is also involved with the cadherin
(CAD) binding step [34, 38, 40, 41].

Even though many authors have extensively reported the characterization of
receptor proteins for the Cry toxins in Lepidoptera species, Coleoptera, Diptera and
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other target-insects orders, as well as the identification of residues and/or toxin
binding regions (TBR) in these proteins, many aspects of the mechanism of action
remain unknown at the molecular level [42]. The conformational behavior in solution,
the contribution of each TBR amino acid residue for the interaction with the
respective receptors, the structural consequences of the loss of a helix I, the
oligomerization process and insertion in the membrane or even the existence of a
pattern in the molecular mechanism of action for all these toxins are important
questions to be answered.

This paper aims to elucidate some of these stages regarding the monomeric
conformational states in solution of CrylAc toxin using molecular dynamics
simulations and taking into account the knowledge already consolidated and the

bottlenecks for the understanding of the action mode of these delta-endotoxins.

Methods

The CrylAc sequence (GenBank: AAU87037.1) and the crystal structure of
the 8-endotoxin Cry 1Aa (PDB ID: 1CIY) solved at 2.25 A were used to generate the
CrylAc structure. Structure elucidation was performed using homology modeling
approach with MODELLER 9v8 [43]. The CrylAc structure modelled was used as a

start point for all simulations.

To study the influence of helix al deletion on CrylAc flexibility, binding sites
and residues important for the oligomerization, two systems were considered:
CrylAc (whole protein) and Aal-CrylAc (with a deletion at P20 and lacking the a
helix 1). In these two cases, simulations were performed under periodic boundary
conditions based on a cubic box of initial lengths 8.5 nm. The systems were solvated
filling the box with simple-point-charge water molecules [44]. Counter ions (Na*) were

used in order to neutralize the system charges.

All simulations were performed using the GROMOS96 43al force field [45]
implemented in the 3.3.3 version of GROMACS simulations suite [46]. The systems
were equilibrated in a stepwise fashion by performing successive MD runs at 50,
100, 150, 200, 250 and 310 K. Following the equilibration time, production MD runs
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were carried out in the isothermal-isobaric ensemble for 50 nanoseconds (ns). The
temperature was maintained at 300 K by weak coupling the solute and solvent
separately to a heat bath [47] with a relaxation time of 0.1 ps. The pressure was kept
at 4.5 x 10° Pascal using weak coupling to a pressure bath [47] by isotropic
coordinate scaling with relaxation time of 0.5 ps. Long-range electrostatic interactions
were handled using the smooth particle mesh Ewald (SPME) method [48]. A cutoff
1.0 nm was used for the short-range non-bonded interactions (van der Waals and
real-space eletrostatic contribution). A 2 fs timestep was used to integrate the
equations of motion based on the leapfrog algorithm [49] and trajectory frames were
recorded every 0.2 ps for analysis. The PROCHECK [50], APBS [51], VMD [52] and

pymol [53] programs were used in proteins analysis.

Results

The root-mean-squared deviations (RMSD) of all proteins atoms were
calculated over 50 ns trajectories taking as a reference the CrylAc structures at
35ps. The time evolution of the RMSD with respect to the 3D structure provides a
measurement of the convergence of the dynamical properties of the protein. The
RMSDs ranged from 0.145 to 0.453 nm for CrylAc (whole protein) and from 0.148 to
0.529 nm for Aa1-CrylAc system (Figure 1A). The stability of globular structure was
analyzed comparing the radius of gyration (Rg) of the two systems. The CrylAc
mean-Rg was 2.489 + 0.0088 nm and the Rg of Aa1-CrylAc was 2.508 = 0.015 nm
(Figure 1B). The Cry1Ac and Aal-CrylAc root-mean-square atomic positional
fluctuations (RMSF) showed wide deviations when the most flexible protein portions
were observed through all three domains (Figure 1C). Three segments structurally
nearby for important binding sites presented a variation of RMSFs when whole and
a-1 lacking systems were compared (picks higher than 0.3 nm in Figure 1C): a4-a5
loop (D88-N91), a7-loop and N386-S395 loop. In contrast, RMSFs of a8 and loop 3
segments became less flexible with the cleavage of N-terminal end that includes al
(Figure 1C).
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The SAS (solvent-accessible surface area) represents the area of structure
that is facing and accessible to the solvent. To calculate the SAS of CrylAc systems
it was used a 0.14 radius solvent probe and 1000 dots/sphere probe to guarantee
more accuracy on the calculations. The overlap of Cry1lAc-SAS (black line) and Aa1-
CrylAc-SAS (red line) profiles shows three important peaks with an improvement of
area accessible: D142 (a5), E203-D219 (a7) and H278 (close to loop 2) (Figure 1D).

The Radial Distribution Function (RDF) indicates the density variation of an
atom or group of atoms as function of a reference patrticle. Figure 2 (A and E) shows
the atoms NH2-R249 (a-8) and OD1-N410 (loop 3) with high RDFs as well as Figure
3C shows NH2-R336 (loop 2; black line), all of them for CrylAc whole-toxin system.
In addition, Figure 2C showed R479 (red, black and blue lines) and Figure 2D, Y481
(black line) as most solvent exposed residues of strand 16, which is a segment that
interacts with GPIl-anchor membrane receptors of CrylAc target-insects. There is a
change on Q346 and Q347 profiles for nitrogen (N) (Figure 3J and 3L) and oxygen
(O) (Figure 3K and 3M) when the two systems are compared.

Discussion

Although the deviation from the reference structure had no significantly
variation, the Rg profile was quite different between the two systems pointing out that
the global flexibility of Cry 1Ac toxin changed by a-1 helix withdrawal (Aa1) leading to

modifications on the stability of the secondary structure elements.

The Cry 1Ac (whole protein) residues with higher RMSF values are at the
same regions identified as recognition/binding sites (apex of domain Il and domain-
[I/lIl interface) for the lepidopteran receptors already described on literature or play a
role on its dynamic [28, 36, 40, 54]. The high local flexibility found along the CrylAc
trajectory may be explained by the close relation between these epitopes and the
toxin-binding-regions (TBRs) of receptors and their role on the mode of action. The
local flexibility was higher in Aa1-CrylAc system when compared to whole-protein
system and it is also related with the mode of action. This effect propagates on the
surface and not only on the N-termini suggesting the beginning of a complex process
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of conformational transition which is closely related with the molecular mechanism of
action. The lack of flexibility of a8 and loop 3 in Aa1-CrylAc system can be related
with the fact that these regions interact with CAD receptors and not APN and ALK or
even oligomerization of CrylA toxins. Loop 2 and B-16 increased the RMSF when
whole-protein and a1l-lacking systems are compared. On the other hand, loop 2 is
important as far to CAD binding as pre-pore structure formation. So this is why loop 2

both remains flexible and improves RMSF even after the a1 cleavage [12, 39, 55].

According to the pore-formation model, a5 is a key-player structure for
oligomerization [30, 56-59]. D142 (a5) is a 6 A distant residue to the a-1 cleavage
point (P20) and also structurally close to the very flexible a4-a5 loop (D88-N91),
meaning the influence of a-1 cleavage under the local flexibility and solvation of this

region and its probable contribution to oligomerization.

Considering that a-8, loop 2 and loop 3 are responsible for the CAD binding
step of mode of action of CrylA toxins, and comparing all RDF graphics for these
regions, we concluded that NH2-R249 (a-8), OD1-N410 (loop 3) and NH2-R336 are
possibly atoms with contributions on Cry1A/CAD interactions.

The whole-protein system (Figure 3; black lines) represents a CrylAc
monomeric before the cleavage of a1 and the Aa1-CrylAc (Figure 3; red lines)
system represents the same toxin just after the helix removal. Jenkins and cols.,
1999 [60] demonstrated that strand 316 (domain Ill) contributes to the interaction
between Manduca sexta APN and CrylA toxins, focusing on the QNR motif. Based
on these data, we pointed out that tyrosine 481 and arginine 479 of CrylAc could be
two important amino acids for the toxin/GPI-anchor receptor binding at the beginning
of CrylA/brush border membrane interactions. The low RDF values observed in
N478 and Q477 are due to the fact that these residues present the side chains facing

to the core of the domain Il through all trajectories (data no shown).

The binding of CAD receptor leads to the exposure of the domain Il apex from
the CrylA toxins and further proteolytic cleavage of a-1. Thereafter, CrylA toxins
form an oligomeric structure with an improvement of binding affinity for GPI-anchor
receptors, mainly by interaction with loop 2 (Domain Il) [39]. The contribution of each
residue from loop 2 on the step after CAD binding and a-1 removal was analyzed by
comparison of RDFs profiles (Figure 3). Q346 and Q347 profiles for nitrogen (Figures
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3J and 3L) and for oxygen (Figures 3K and 3M) suggest the influence of a-1
withdrawal over these residues and its consequence on GPl-anchor receptors

linkage that occurs after the oligomerization.

Through the analysis of trajectories it was possible to identified R249 (a8),
N410 (loop 3), R336 (loop 2), R279 and Y481 (B16) as important residues for
membrane receptors (CAD and GPl-anchor ALK and APN) interactions before a1
removal and oligomerization. Similarly, it was possible to verify that the a1 cleavage
maybe induces oligomerization by modifications on secondary structure conformation
of a4-a5 loop and a7. After the deletion of a1, Q346 and Q347 became more
exposed to the solvent and they probable play a role on the high binding affinity
interaction with membrane. Finally, the removal of a-1 increase the solvent exposition

of regions involved with oligomerization (a5 and a7) (Figures 1D and 4).
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8. Perspectivas

Os resultados obtidos na presente tese compdem o primeiro estudo comparativo
das propriedades estruturais das toxinas Cry. O conhecimento acumulado ao longo

deste periodo possibilitou o entendimento deste comportamento dinamico.

Como consequéncia do trabalho realizado nesta tese, ja estd em andamento no
LIMPP:

-Calculos de Docking Molecular e Simulagbes de DM com trés CrylA e os

respectivos receptores-modelo.

-Modelagem por homologia das APNs de Manduca sexta, Bombyx mori e
Telchin licus licus e posterior docking e DM com as CrylAb, CrylAc e Cryllal2.
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10. Anexo |

Molecular Docking CrylAa/CAD-Ms

Hydrogen bonds

name.name nNO.

0]
N
0
0]
0]
0
N
0]
N

Chain no. name.name nNoO.
ALA 367 CAD /
ALA 369 CAD /

ALA 369 CAD /

7545 0G SER 409 Cry 2.93
7540 O PHE 408 Cry 2.90
7524 N PHE 408 Cry 3.26

SER 374 CAD / 7503 NH1 ARG 405 Cry 3.02
SER 374 CAD / 7506 NH2 ARG 405 Cry 3.14
E1 GLU 378 CAD / 6040 NH2 ARG 260 Cry 3.17
SER 380 CAD / 6027 O ILE 259 Cry 3.18

SER 380 CAD / 6011 N SER 258 Cry 2.79

H1 ARG 420 CAD / 8026 O LYS 458 Cry 2.85
NH1 ARG 465 CAD / 7518 O SER 406 Cry 3.17
NH2 ARG 465 CAD / 7518 O SER 406 Cry 2.81
OH TYR 511 CAD / 6823 NH1 ARG 337 Cry 2.87
O THR 513 CAD / 6906 ND2 ASN 345 Cry 2.75
N VAL 515 CAD / 6888 O ILE 343 Cry 3.05

O VAL 515 CAD / 6895 ND2 ASN 344 Cry 2.79

Non-bonded contacts

no.

-
%)
~+

1329

1332

1340

1340

1341

1341

1341

1341

1342

. 1344
. 1348
. 1349
- 1346
- 1350
. 1350
. 1352
. 1354
. 1355
. 1355
. 1355
. 1355
. 1355
. 1355
. 1353
. 1356
. 1358
. 1372
. 1372
. 1359
. 1360
. 1360
. 1360
. 1361
. 1361
. 1361
. 1361
. 1361
. 1363
. 1363
. 1363
. 1365
. 1365
. 1365
. 1365
. 1365
. 1367

OCoOoO~NOOUAWNEFO

ATOMI1
name.name no.

N
C
C

C
0]
0]
0]
0]
N

ATOM?2
no. name.name no.

D1 HIS 366 CAD
E1 HIS 366 CAD
ALA 367 CAD /
ALA 367 CAD /
ALA 367 CAD /
ALA 367 CAD /
/
/
/

/ 5981 0 GLN 253 Cry 3.26
/ 5981 0 GLN 253 Cry 3.17
7548 O SER 409 Cry 3.84
7545 0OG SER 409 Cry 3.71
7543 CA SER 409 Cry 3.63
7548 O SER 409 Cry 3.89
7544 CB SER 409 Cry 3.60
7545 OG SER 409 Cry 2.93
VAL 368 CAD / 7548 O SER 409 Cry 3.84
CA VAL 368 CAD / 7548 O SER 409 Cry 3.60
C VAL 368 CAD / 7548 O SER 409 Cry 3.29
O VAL 368 CAD / 7548 O SER 409 Cry 3.72
CG1 VAL 368 CAD / 5981 O GLN 253 Cry 3.54
N ALA 369 CAD / 7540 O PHE 408 Cry 2.90
N ALA 369 CAD / 7548 O SER 409 Cry 3.26
CA ALA 369 CAD / 7540 O PHE 408 Cry 3.37
ALA 369 CAD / 7540 O PHE 408 Cry 3.15
ALA 369 CAD / 7521 CA GLY 407 Cry 3.71
ALA 369 CAD / 7522 C GLY 407 Cry 3.83
ALA 369 CAD / 7524 N PHE 408 Cry 3.26
/
/

ALA 367 CAD
ALA 367 CAD

ALA 369 CAD / 7539 C PHE 408 Cry 3.84
ALA 369 CAD / 7540 O PHE 408 Cry 2.85
ALA 369 CAD / 7580 CG1 VAL 413 Cry 2.91
CB ALA 369 CAD / 7540 O PHE 408 Cry 3.86
N PHE 370 CAD / 7540 O PHE 408 Cry 3.81
CA PHE 370 CAD / 7521 CA GLY 407 Cry 3.57
O PHE 370 CAD / 7510 O ARG 405 Cry 3.24
O PHE 370 CAD / 7518 O SER 406 Cry 3.16
CB PHE 370 CAD / 7490 CZ PHE 404 Cry 3.52
CG PHE 370 CAD / 7521 CA GLY 407 Cry 3.75
CG PHE 370 CAD / 7524 N PHE 408 Cry 3.39
CG PHE 370 CAD / 7540 O PHE 408 Cry 3.79
CD1 PHE 370 CAD /7486 CE1l PHE 404 Cry 3.77
CD1 PHE 370 CAD / 7490 CZ PHE 404 Cry 3.55
CD1 PHE 370 CAD / 7521 CA GLY 407 Cry 3.47
CD1 PHE 370 CAD / 7522 C GLY 407 Cry
CD1 PHE 370 CAD / 7524 N PHE 408 Cry
CD2 PHE 370 CAD / 7524 N PHE 408 Cry
CD2 PHE 370 CAD / 7539 C PHE 408 Cry
0
0

[cNoNoNoNoNoNe]

CD2 PHE 370 CAD / 7540 PHE 408 Cry
CE1 PHE 370 CAD / 5955 O GLY 250 Cry
CE1 PHE 370 CAD / 5958 CA SER 251 Cry 3 69
CE1 PHE 370 CAD / 5963 O SER 251 Cry 3.30
CE1 PHE 370 CAD / 7524 N PHE 408 Cry 3.52
CE1 PHE 370 CAD / 7526 CA PHE 408 Cry 3.75
CE2 PHE 370 CAD / 5955 O GLY 250 Cry 3.71

NNNNSNNNNNNNNNN
(A)(A)(A)(A)(.A)(.O

Chain

Chain

. 1367
. 1367
. 1367
. 1369
. 1369
. 1369
. 1369
. 1369
. 1369
. 1369
. 1385
. 1385
. 1386
. 1386
. 1412
. 1412
. 1412
. 1442
. 1442
. 1439
. 1439
. 1445
. 1447
. 1447
. 1449
. 1450
. 1450
. 1453
. 1455
. 1459
. 1459
. 1460
. 1460
. 1460
. 1460
. 1460
. 1460
. 1460
. 1460
. 1456
. 1463
. 1472
. 1465
. 1475
. 1476
. 1476
. 1476
. 1477
. 1477
. 1478
. 1479
. 1479
. 1479
. 1479
. 1479
. 1479
. 1485
. 1490
- 1996
. 2264
. 2283
. 2284
. 2287
. 2728
. 2729
. 2730
. 2730
. 2732
. 2734
. 2734
. 2734
. 2736
. 2738
. 2739

94

CE2 PHE 370 CAD / 7539 C PHE 408 Cry 3.50
CE2 PHE 370 CAD / 7540 O PHE 408 Cry 3.55

CE2 PHE 370 CAD / 7541 N SER 409 Cry 3.74
CZ PHE 370 CAD / 5954 C GLY 250 Cry 3.80
CZ PHE 370 CAD / 5955 O GLY 250 Cry 2.97
CZ PHE 370 CAD / 5958 CA SER 251 Cry 3.53
CZ PHE 370 CAD / 5962 C SER 251 Cry 3.84
CZ PHE 370 CAD / 5963 O SER 251 Cry 3.30
CZ PHE 370 CAD / 7526 CA PHE 408 Cry 3.77
CZ PHE 370 CAD / 7539 C PHE 408 Cry 3.70
CB GLU 372 CAD / 7502 CZ ARG 405 Cry 3.43
CB GLU 372 CAD / 7503 NH1 ARG 405 Cry 3.38
CG GLU 372 CAD / 7502 CZ ARG 405 Cry 3.79
CG GLU 372 CAD / 7503 NH1 ARG 405 Cry 3.19
O SER 374 CAD / 7502 CZ ARG 405 Cry 3.54

O SER 374 CAD /
O SER 374 CAD /
0 GLU 378 CAD /
0 GLU 378 CAD /

7503 NH1 ARG 405 Cry 3.02

7506 NH2 ARG 405 Cry 3.14
6031 CB ARG 260 Cry 3.54

6032 CG ARG 260 Cry 3.46

OE1 GLU 378 CAD / 6036 CZ ARG 260 Cry 3.87
OE1 GLU 378 CAD /6040 NH2 ARG 260 Cry 3.17
CA GLU 379 CAD / 6032 CG ARG 260 Cry 3.70
CG GLU 379 CAD / 6034 NE ARG 260 Cry 3.40
CG GLU 379 CAD / 6040 NH2 ARG 260 Cry 3.87
OE1 GLU 379 CAD /7506 NH2 ARG 405 Cry 3.75
OE2 GLU 379 CAD / 6013 CA SER 258 Cry 3.72
OE2 GLU 379 CAD / 6018 O SER 258 Cry 3.68

N SER 380 CAD / 6027 O ILE 259 Cry 3.18
CA SER 380 CAD / 6027 O ILE 259 Cry 3.53
C SER 380 CAD / 6011 N SER 258 Cry 3.82
C SER 380 CAD / 6027 O ILE 259 Cry 3.86
O SER 380 CAD / 6005 O GLU 256 Cry 3.31
O SER 380 CAD / 6008 CA GLY 257 Cry 3.59
O SER 380 CAD / 6009 C GLY 257 Cry 3.64
O SER 380 CAD / 6011 N SER 258 Cry 2.79
O SER 380 CAD / 6013 CA SER 258 Cry 3.67
O SER 380 CAD / 6017 C SER 258 Cry 3.48
O SER 380 CAD / 6019 N ILE 259 Cry 3.41
O SER 380 CAD / 6027 O ILE 259 Cry 3.35

CB SER 380 CAD / 6027 O ILE 259 Cry 3.08
CA HIS 381 CAD / 6008 CA GLY 257 Cry 3.38
O HIS 381 CAD / 6005 O GLU 256 Cry 3.84

CG HIS 381 CAD / 6008 CA GLY 257 Cry 3.80
CA GLN 382 CAD / 5999 CB GLU 256 Cry 3.58
CB GLN 382 CAD / 5982 N GLY 254 Cry 3.78
CB GLN 382 CAD / 5999 CB GLU 256 Cry 3.76
CB GLN 382 CAD / 6002 OE1l GLU 256 Cry 3.80
CG GLN 382 CAD / 5982 N GLY 254 Cry 3.57
CG GLN 382 CAD / 5984 CA GLY 254 Cry 3.76
CD GLN 382 CAD / 5984 CA GLY 254 Cry 3.70
OE1 GLN 382 CAD / 5982 N GLY 254 Cry 3.87
OE1 GLN 382 CAD / 5984 CA GLY 254 Cry 3.09
OE1 GLN 382 CAD / 5985 C GLY 254 Cry 3.57
OE1 GLN 382 CAD / 5986 O GLY 254 Cry 3.39
OE1 GLN 382 CAD / 6006 N GLY 257 Cry 3.85
OE1 GLN 382 CAD /6008 CA GLY 257 Cry 3.80
N LEU 383 CAD / 6002 OE1 GLU 256 Cry 3.76
CD1 LEU 383 CAD/5429 NH2 ARG 201 Cry 3.43
NH2 ARG 431 CAD /7564 OG SER 411 Cry 3.26
CG2 THR 463 CAD /7564 OG SER 411 Cry 3.54

CZ ARG 465 CAD /7518 O SER 406 Cry 3.44

NH1 ARG 465 CAD /7518 O SER 406 Cry 3.17

NH2 ARG 465 CAD /7518 O SER 406 Cry 2.81

CB TYR 511 CAD /6906 ND2 ASN 345 Cry 3.85
CG TYR 511 CAD /6906 ND2 ASN 345 Cry 3.27
CD1 TYR 511 CAD/6905 OD1 ASN 345 Cry 3.43
CD1 TYR 511 CAD/6906 ND2 ASN 345 Cry 3.56
CD2 TYR 511 CAD/6906 ND2 ASN 345 Cry 3.02
CE1 TYR 511 CAD/6904 CG ASN 345 Cry 3.85
CE1 TYR 511 CAD/6905 OD1 ASN 345 Cry 3.42
CE1 TYR 511 CAD/6906 ND2 ASN 345 Cry 3.73
CE2 TYR 511 CAD/6906 ND2 ASN 345 Cry 3.24
CZ TYR 511 CAD /6906 ND2 ASN 345 Cry 3.60
OH TYR 511 CAD / 6822 CZ ARG 337 Cry 3.59



121.
122.
123.
124.
125.
126.
127.
128.
129.
130.
131.
132.
133.
134.
135.
136.
137.
138.
139.
140.
141.
142.
143.
144.
145.
146.
147.
148.
149.
150.
151.
152.
153.
154.
155.
156.
157.
158.
159.
160.
161.
162.
163.
164.
165.
166.
167.
168.
169.

2739
2739
2754
2759
2759
2759
2760
2760
2760
2760
2760
2755
2756
2761
2763
2763
2768
2768
2764
2764
2764
2764
2766
2766
2770
2770
2770
2777
2777
2777
2777
2773
2774
2774
2784
2785
2785
2785
2786
2788
3207
3209
3211
3211
3212
3213
3213
3213
3213

Number of
Number of

OH TYR 511 CAD /6823
OH TYR 511 CAD /6826
CA THR 513 CAD /6871

C
C
C
0
0]
0]
0]

0

THR
THR
THR
THR
THR
THR
THR
THR

513
513
513
513
513
513
513
513

CAD
CAD
CAD
CAD
CAD
CAD
CAD
CAD

/
/
/
/
/
/
/

/

6871
6877
6906
6871
6875
6877
6904
6906

NH1 ARG 337 Cry 2.87
NH2 ARG 337 Cry 3.36
CG2 ILE 341 Cry 3.72
CG2 ILE 341 Cry 3.80
CA GLY 342 Cry 3.90
ND2 ASN 345 Cry 3.54
CG2 ILE 341 Cry 3.24
N GLY 342 Cry 3.67
CA GLY 342 Cry 3.66
CG ASN 345 Cry 3.77
ND2 ASN 345 Cry 2.75

CB THR 513 CAD / 6874 O ILE 341 Cry 3.89
0G1 THR 513 CAD /7571 CB SER 412 Cry 3.87
N MET 514 CAD / 6906 ND2 ASN 345 Cry 3.78
CA MET 514 CAD / 6888 O ILE 343 Cry 3.46
CA MET 514 CAD /6906 ND2 ASN 345 Cry 3.45
C MET 514 CAD / 6888 O ILE 343 Cry 3.77

C MET 514 CAD / 6906 ND2 ASN 345 Cry 3.41
CAD /7 6878 C GLY 342 Cry 3.88
CAD /7 6880 N ILE 343 Cry 3.52
CAD / 6888 O ILE 343 Cry 3.51
CAD 6884 CG1 ILE 343 Cry 3.81
CAD /7 7570 CA SER 412 Cry 3.65
CAD / 7575 O SER 412 Cry 3.70

CB
CB
CB
CB
SD
SD
N
N
N
0
0]
0
0

MET
MET
MET
MET
MET
MET
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL

514
514
514
514
514
514
515
515
515
515
515
515
515

CAD
CAD
CAD
CAD
CAD
CAD
CAD

/
/
/
/
/
/

/

6888
6904
6906
6888
6892
6893
6895

CB VAL 515 CAD /6906
CG1 VAL 515 CAD /6904 CG ASN 345 Cry 3.77
CG1 VAL 515 CAD/6905
C VAL 516 CAD / 6895
O VAL 516 CAD / 6892
O VAL 516 CAD / 6893
O VAL 516 CAD / 6895
N ASP 517 CAD / 6895
CA ASP 517 CAD /6895
C ALA 561 CAD / 7567
N GLY 562 CAD / 7567
CA GLY 562 CAD / 7567 O SER 411 Cry 3.52
CA GLY 562 CAD /7581
C GLY 562 CAD / 6884
O GLY 562 CAD / 6883
O GLY 562 CAD / 6884
O GLY 562 CAD / 6885
O GLY 562 CAD / 7581

hydrogen bonds:
non-bonded contacts:

15

O ILE 343 Cry 3.05
CG ASN 345 Cry 3.90
ND2 ASN 345 Cry 3.36
O ILE 343 Cry 3.33

CB ASN 344 Cry 3.15
CG ASN 344 Cry 3.43
ND2 ASN 344 Cry 2.79
ND2 ASN 345 Cry 3.87

OD1 ASN 345 Cry 3.52
ND2 ASN 344 Cry 3.53
CB ASN 344 Cry 3.76
CG ASN 344 Cry 3.48
ND2 ASN 344 Cry 3.29
ND2 ASN 344 Cry 3.54
ND2 ASN 344 Cry 3.77
O SER 411 Cry 3.55
O SER 411 Cry 3.41

CG2 VAL 413 Cry 3.68
CGl1l ILE 343 Cry 3.50
CB ILE 343 Cry 3.79
CG1 ILE 343 Cry 3.20
CG2 ILE 343 Cry 3.61
CG2 VAL 413 Cry 3.75

169

95
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Molecular Docking CrylAc/CAD-Ha

<—

no.

1171
1225
2080
2559

<——

1169
1171
1171
1171
1171
1171
1171
1171
1177

. 1188
. 1188
. 1188
. 1195
. 1199
. 1200
. 1200
. 1201
. 1202
. 1202
. 1202
. 1203
. 1203
. 1203
. 1204
. 1204
. 1204
. 1204
. 1204
. 1205
. 1205
. 1205
. 1205
. 1205
. 1206
. 1206
. 1206
. 1206
. 1206
. 1206
. 1206
. 1207
. 1207
. 1207
. 1207
. 1207
. 1207
. 1212
. 1212
. 1212
. 1222
. 1222

ATOM

nam nam
OH TYR
OE2 GLU

OE1 GLU

ATOM

CE2 TYR

OH TYR

OH TYR

OH TYR

OH TYR

OH TYR

OH TYR

OH TYR

0 THR

CG1 VAL
CG1 VAL
CG1 VAL
CB ALA
C PHE
0 PHE
0 PHE
CB PHE
CG PHE
CG PHE
CG PHE
CD1 PHE
CD1 PHE
CD1 PHE
CD2 PHE
CD2 PHE
CD2 PHE
CD2 PHE
CD2 PHE
CE1 PHE
CE1 PHE
CE1 PHE
CE1 PHE
CE1 PHE
CE2 PHE
CE2 PHE
CE2 PHE
CE2 PHE
CE2 PHE
CE2 PHE
CE2 PHE
CZ PHE
CZ PHE
CZ PHE
CZ PHE
CZ PHE
CZ PHE
0 VAL
0 VAL
0 VAL
CG GLU
CG GLU

Hydrogen bonds
1->

no Chain/ no

371 A / 5578
377 A / 5623
470 A / 7102
520 A / 6455

Non-bonded contacts

1 --—>
Atom Atom Res Res
no. name.name

no.
371
371
371
371
371
371
371
371
372
373
373
373
374
375
375
375
375
375
375
375
375
375
375
375
375
375
375
375
375
375
375
375
375
375
375
375
375
375
375
375
375
375
375
375
375
375
376
376
376
377
377

C

>>>>r>>>r>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>r>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>T

(V)

<--ATOM 2 -—>
nam nam no ChainDist
N GLN 827 B 3.29
NH1 ARG 831 B 2.95
ND2 ASN 984 B 2.99
N ILE 917 B 3.14
<--ATOM 2 -—>

Atom Atom Res Res
n no. name.name no.Chain/Dist
/ 5582 CB GLN 827 B 3.37
/ 5560 CA GLY 824 B 3.87
/ 5561 C GLY 824 B 3.49
/ 5562 O GLY 824 B 3.30
/ 5566 C SER 825 B 3.76
/ 5572 N ALA 826 B 3.58
/ 5578 N GLN 827 B 3.29
/ 5582 CB GLN 827 B 3.67
/ 5562 O GLY 824 B 3.84
/ 5580 C GLN 827 B 3.77
/ 5582 CB GLN 827 B 3.47
/ 5590 N GLY 828 B 3.41
/ 7083 CD2 PHE 982 B 3.44
/ 7092 CB SER 983 B 3.89
/ 5620 CD ARG 831 B 3.75
/ 7093 0OG SER 983 B 3.84
/ 5591 CA GLY 828 B 3.79
/ 5591 CA GLY 828 B 3.35
/ 5592 C GLY 828 B 3.55
/ 5593 O GLY 828 B 3.40
/ 5567 O SER 825 B 3.88
/ 5591 CA GLY 828 B 3.39
/ 5592 C GLY 828 B 3.84
/ 5591 CA GLY 828 B 3.76
/ 5592 C GLY 828 B 3.36
/ 5593 O GLY 828 B 2.92
/ 7078 C PHE 982 B 3.54
/ 7079 O PHE 982 B 3.08
/ 5562 O GLY 824 B 3.48
/ 5565 CA SER 825 B 3.35
/ 5566 C SER 825 B 3.51
/ 5567 O SER 825 B 2.96
/ 5591 CA GLY 828 B 3.82
/ 5592 C GLY 828 B 3.48
/ 5593 O GLY 828 B 3.27
/ 7042 CE1 PHE 978 B 3.48
/ 7074 O GLY 981 B 3.84
/ 7077 CA PHE 982 B 3.63
/ 7078 C PHE 982 B 3.61
/ 7079 O PHE 982 B 3.11
/ 5565 CA SER 825 B 3.58
/ 5566 C SER 825 B 3.80
/ 5567 O SER 825 B 3.13
/ 5569 0G SER 825 B 3.22
/ 5592 C GLY 828 B 3.78
/ 7077 CA PHE 982 B 3.75
/ 7101 CG ASN 984 B 3.67
/ 7103 OD1 ASN 984 B 3.59
/ 7102 ND2 ASN 984 B 3.83
/ 5623 NH1 ARG 831 B 3.86
/ 7093 0OG SER 983 B 3.50

. 1222
- 1223
- 1223
. 1225
. 1225
- 1225
. 1278
. 1281
. 1303
. 1314
. 1319
. 1319
. 1319

65. 1321

. 1322
. 1324
. 1324
. 1324
. 1324
. 1324
. 1324
. 1324
. 1327
. 1328
. 1329
. 1329
. 1329
- 1329
. 1336
. 1336
- 1339
. 1339
- 1339
. 1342
. 1342
- 1344
- 1344
. 1345
. 1345
- 1345
. 1345
. 1346
. 1346
. 1348
. 1351
. 1352
. 1352
. 1352
. 1355
. 2012
. 2030
. 2029
. 2029
. 2074
. 2074
. 2074
. 2074
. 2075
. 2075
. 2077
. 2079
. 2080
. 2080
. 2080
. 2082
. 2082
. 2094
. 2095
. 2098
. 2098
. 2098
. 2098
. 2098
. 2098
. 2100
. 2100
. 2100

GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
ARG
ALA
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
PRO
PRO
PRO
PRO
PRO
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
LEU
ALA
ALA
ALA
ALA
ALA
THR
THR
THR
THR
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
VAL
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
ARG
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU
GLU

377
377
377
377
377
377
383
383
385
386
387
387
387
387
387
387
387
387
387
387
387
387
388
388
388
388
388
388
389
389
389
389
389
390
390
390
390
390
390
390
390
390
390
390
391
391
391
391
391
462
464
464
464
469
469
469
469
469
469
470
470
470
470
470
470
470
471
471
471
471
471
471
471
471
471
471
471

>>>>>>>>P>P>P>P>>P>P>P>>>>>>>>>>>>>P>>>P>P>P>>>>>>>>>>>>>>>

>>>>>>>>>P>P>>>>>>>>>>>>>>>>>>>

AN NN NN NN N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N N NS N NS NS NS NSNS NN N NNNNNNNNS

7103
5623
7093
5623
7051
7093
5624
5624
6082
5624
5614
5615
5619
5642
5642
5641
5642
5650
5651
5665
5666
5679
5619
5619
5581
5614
5615
5619
5581
5583
5583
5584
5586
5581
5583
5584
5585
5583
5584
5586
5585
5608
5609
5646
5586
5584
5586
5585
5586
5586
5586
5584
5586
7096
7097
7100
7107
7107
7111
7111
7100
7100
7101
7102
7111
7112
7100
7100
7097
7098
7099
7100
7101
7102
7100
7101
7102

0OD1 ASN
NH1 ARG
0G SER
NH1 ARG
CG ARG
0G SER
NH2 ARG
NH2 ARG
CG PRO
NH2 ARG
N ARG
CA ARG
CG ARG
0 ILE
0 ILE
C ILE
0 ILE
C ARG
0 ARG
N SER
CA SER
CD PRO
CG ARG
CG ARG
0 GLN
N ARG
CA ARG
CG ARG
0 GLN
CG GLN
CG GLN
CD GLN
OE1 GLN
0 GLN
CG GLN
CD GLN
NE2 GLN
CG GLN
CD GLN
OE1 GLN
NE2 GLN
CB GLU
CG GLU
CD1 ILE
OE1 GLN
CD GLN
OE1 GLN
NE2 GLN
OE1 GLN
OE1 GLN
OE1 GLN
CD GLN
OE1 GLN
N ASN
CA ASN
CB ASN
N SER
N SER
CB SER
CB SER
CB ASN
CB ASN
CG ASN
ND2 ASN
CB SER
0G SER
CB ASN
CB ASN
CA ASN
C ASN
0 ASN
CB ASN
CG ASN
ND2 ASN
CB ASN
CG ASN
ND2 ASN

984
831
983
831
979
983
831
831
878
831
831
831
831
833
833
833
833
834
834
835
835
836
831
831
827
831
831
831
827
827
827
827
827
827
827
827
827
827
827
827
827
830
830
833
827
827
827
827
827
827
827
827
827
984
984
984
985
985
985
985
984
984
984
984
985
985
984
984
984
984
984
984
984
984
984
984
984
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129.
130.
131.
132.
133.
134.
135.
136.
137.
138.
139.
140.
141.
142.
143.
144.
145.
146.
147.

2101
2102
2102
2116
2559
2559
2955
2955
2961
2977
2978
2978
2978
2979
2980
2981
2982
2982
2982

OE1l
OE2
OE2
ND2
OE1l
OE1l

CG2
CG2
CG2

GLU
GLU
GLU
ASN
GLU
GLU
SER
SER
ARG
THR
THR
THR
THR
THR
THR
THR
THR
THR
THR

471
471
471
473
520
520
565
565
566
567
567
567
567
567
567
567
567
567
567

>>>>>>>>>>>>>>>>>>>
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7097
7101
7102
7102
6451
6455
6460
6462
6462
7118
7099
7115
7118
7118
6460
7099
7108
7111
7112

CG1

Number of hydrogen bonds:
Number of non-bonded contacts:

ASN
ASN
ASN
ASN
GLY
ILE
ILE
ILE
ILE
SER
ASN
SER
SER
SER
ILE
ASN
SER
SER
SER

984
984
984
984
916
917
917
917
917
986
984
986
986
986
917
984
985
985
985

147

WWWWWWWWWWWWWwowmwWwwww

WWWWWWWWwWwWwwWwWwwwwwwww

97



	1. Introdução 
	1.1. O Bacillus thuringiensis como agente de controle microbiano
	1.2. As delta-endotoxinas como principal componente do sucesso do Bt
	1.3. As 3D-Cry ativadas apresentam uma estrutura globular
	1.4. A especificidade do Bt é resultado de interações específicas entre as 3D-Cry e proteínas de membrana dos insetos-alvo
	1.5. As caderinas são receptores transmembrana para as toxinas 3D-Cry
	1.6. Receptores ligados à membrana  por âncoras do tipo glicofosfatidilinositol (GPI).
	1.6.1. As aminopeptidases N
	1.6.2. Fosfatases alcalinas

	1.7. As toxinas 3D-Cry interagem de forma específica com outros ligantes
	1.8. O modo de ação das 3D-Cry e suas controvérsias
	1.8.1. O modelo de formação de poros em duas décadas de estudos
	1.8.2. O modelo de transdução de sinal

	1.9. Toxinas 3D-Cry produzidas pela EMBRAPA.
	1.9.1. Algodão e Cana-de-Açúcar: demandas nacionais
	1.9.2. Toxinas Cry8Ka e Cry1Ia12

	1.10. Modelagem Molecular de Proteínas

	2. Objetivos
	2.1.  Objetivo Geral
	2.2. Objetivos específicos

	3. Metodologia
	3.1. Programas utilizados
	3.2. Proteínas modeladas
	3.3. Sistemas simulados
	3.4. Simulações de DM
	3.5. Cálculos de docking molecular
	4. Resultados
	4.1. Análise das mutações das Cry8Ka e Cry1Ia12
	4.1.1. Cry8Ka5
	4.1.2. Cry1Ia12

	4.2. Dinâmica Molecular das Cry1Aa, Cry1Ac, Cry3Aa e Cry8Ea1.
	4.3. Docking molecular

	5. Discussão
	5.1. Análise das mutações das Cry8Ka e Cry1Ia12
	5.1.1. Cry8Ka5
	5.1.2. Cry1Ia12

	5.2. Dinâmica Molecular das Cry1Aa, Cry1Ac, Cry3Aa e Cry8Ea1.

	6. Conclusões
	7. Manuscrito a ser submetido à BMC Structural Biology
	8. Perspectivas
	9. Referências Bibliográficas
	10.  Anexo I
	11. Anexo II

