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RESUMO

O Bacillus sphaericugdBsp) é uma bactéria entomopatdgena eficiente pacantrole de
Culex quinquefasciatysim importante vetor da filariose e arbovirosedator larvicida do
Bsp é a toxina binaria (Bin) e a sua acdo @nguinquefasciatuslepende da ligacdo ao
receptor Cgml. A auséncia deste receptor no epitéestinal € o principal mecanismo de
resisténcia a toxina Bin. Larvas resistentes ategiaa, sdo susceptiveis ao Bsp IAB59 que,
além da Bin, produz as toxinas Cry48Aa e Cry49Aaridcipal objetivo deste estudo foi
caracterizar os efeitos de toxinas do Bsp nas azldo epitélio intestinal deC.
quinquefasciatuysutilizando como modelos larvas de uma colbniacepi$vel a todas as
toxinas estudadas (S), de uma colbnia resisteritxina Bin (R2362) e de uma colbnia
resistente a Bin e Cry48Aa/Cry49Aa (RIAB59). Nanpira etapa, larvas ndo tratadas das
colbnias S e R2362 disseccionadas 30 min, 4, 6le &&s a muda para o 4° estadio foram
fixadas e processadas para microscopia eletronecdrahsmissao (MET). A avaliacao
morfolégica do epitélio intestinal mostrou que t&ude larvas R2362, ao final do 4° estadio,
sao caracterizadas por um intenso acumulo de tedugpidicas, sugerindo que a auséncia da
a-glicosidase Cqgml pode estar envolvida com altesg®d metabolismo. Para caracterizar
os efeitos causados pelas toxinas no epitéliotingdsas larvas foram disseccionadas 1 e 6 h
apos o tratamento e processadas para MET. A ad@alidtra-estrutural da acdo da toxina Bin
nas células do epitélio intestinal mostrou que oscipais efeitos em larvas S foram a
vacuolizacdo citoplasmatica e destruicdo de milosiades. Estes foram observados
exclusivamente em células que possuem o receptod Cdemonstrando que esta molécula é
essencial para mediar a acdo da toxina Bin. Enlaselle larvas das colbnias S e R2362,
susceptiveis a Cry48Aa/Cry49Aa, o principal efeitestas toxinas foi a vacuolizacdo
mitocondrial, e este parece estar associado a Bay4fie possui estrutura de 3 dominios
tipica de toxinas da familia Cry. Efeitos similaraes da toxina Bin também foram
observados e parecem resultantes da acdo da Cryf@Aaossui homologia com toxinas do
tipo binaria. Os dados mostram que a Cry48Aa/Crgd@Assui uma agdo complexa nas
células e seu sitio de ligacao é diferente do C@@oinbinacdes da toxina Bin com as toxinas
CryllAa e CytlAa do Bti também provocaram alteracém células de larvas R2362,
desprovidas do receptor Cgml. A combinacdo Bin/Chgl causou efeitos similares aos
induzidos pela toxina Cry48Aa/Cry49Aa, e sugerem agitoxinas de 3 dominios, CryllAa e
Cry48Aa, podem mediar os efeitos das toxinas Bimny@9Aa, respectivamente, nos modelos
estudados. A combinacdo Bin/CytlAa provocou efeitd@sticos como a perda precoce de
microvilosidades e a lise celular, caracterist@daaxina Cyt1Aa que apresenta acao citolitica.
Os resultados deste trabalho contribuem para em@ntento do modo de acao de toxinas do
Bsp, bem como do efeito sinergistico de suas texinan aquelas do Bti.

Palavras-chave:Controle biologico de vetoreSulex ultra-estrutura celular, patologia,
toxinas bacterianas, mucosa intestinal.
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ABSTRACT

Bacillus sphaericugBsp) is an entomophatogenic bacterium which fecéie to control
Culex quinquefasciatysan important vector of filariasis and arboviruséee major toxic
factor of Bsp is the binary toxin (Bin) and its iact on C. quinquefasciatusarvae relies on
the binding to the Cgm1 receptor. The main rescganechanism dfulexlarvae to the Bin
toxin is due the absence of this receptor on théh&um. Resistant larvae to this toxin are
susceptible to Bsp strain IAB59 that, beyond Bimodoices the Cry48Aa and Cry49Aa toxins.
The major goal of this study was to characterize ¢ffects of Bsp toxins in the midgut
epithelial cells ofC. quinquefasciatysusing as models larvae from a susceptible colorall
toxins studied (S), a Bin resistant colony (R2382¢l a Bin and Cry48Aa/Cry49Aa resistant
colony (RIAB59). At the first part of this study, &d R2362 untreated larvae dissected 30
min, 4, 6 and 48 h after th& #nstar moult were fixed and processed for transimiselectron
microscopy (TEM). The morphological analysis of gud epithelial cells showed that cells
from late 4" instar R2362 larvae are characterized by the poesef abundant number of
lipid inclusions, suggesting that the absence ebtglucosidase Cgm1l could be related with
alterations in the metabolism. To characterizedffiects caused by the toxins on the midgut
epithelium, larvae were dissected 1 and 6 h afeatient and processed for TEM. The
ultrastructural analysis of the Bin action in thelgut epithelial cells showed that the major
effects in the larvae from S colony were cytoplasmuolization and microvilli destruction.
Those were observed only in the cells displayirgg@ugml1 receptor, demonstrating that this
molecule is essential to mediate the Bin actiorcdlts from S and R2362 larvae, which are
susceptible to Cry48Aa/Cry49Aa, the main effect tbis toxin was the mitochondrial
vacuolization, and this seems to be related tathien of the 3-domain Cry48Aa component.
Bin-like effects were also observed and these nhightdue to the Cry49Aa component, which
share homology with other binary toxins. Data shiweat Cry48Aa/Cry49Aa toxins have a
complex action in the cells and their binding sstelifferent from Cgm1. The associations of
Bin+Cryl1Aa and Bin+CytlAa presented relevant ¢ffein the cells of R2362 larvae,
lacking the Cgml receptor. Bin/CryllAa showed samileffects to those from
Cry48Aa/Cry49Aa, and suggest that the toxins witdogains structure, CryllAa and
Cry48Aa, can mediate Bin and Cry49Aa toxin effegesspectively. The treatment with
Bin/Cytl1Aa provoked drastic effects, resulting grlg microvilli destruction and cell lyses,
as a characteristic effect of this cytolitic toxifhe results of this work provided a
contribution for the knowledge on the Bsp toxinsdaaf action, as well as, the synergistic
effect that those toxins can have with Bti toxins.

Key-words: Vector biological controlCulex cellular ultrastructure, pathology, bacterial
toxins, intestinal mucosae.
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1 CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

O Culex quinquefasciatu$Say (Diptera: Culicidae) € uma espécie de disgéam
cosmopolita que tem um importante papel na trarsgmisle agentes etioldgicos de doencas
humanas. No Brasil, a filariose linfatica causaddo phelminto Wuchereria bancroftié
transmitida peldC. quinquefasciatyse traz graves consequéncias sociais e econoniNcas.
estado de Pernambuco, areas endémicas com altal§meia estdo situadas na regido
metropolitana do Recife, onde foram registradosoxpradamente 69.000 individuos
infectados entre os anos de 1998 e 2002 (ORGANIZBCAAN-AMERICANA DE
SAUDE, 2002). Espécies do gén&@ulextambém s&o vetores potenciais de graves arbovirus,
como o virus do Nilo Ocidental (VNO) (MARFIN et,a2001).

O controle de culicideos vetores é complexo dewidpande capacidade de adaptacéo
destas espécies e de suas caracteristicas bi@pgjoa asseguram uma alta proliferacao
(REGIS et al., 2001). Os inseticidas quimicos delaraspectro constituem o principal meio
de controle desde a década de 40, entretanto afaesémitacdes tais como 0 seu impacto
em organismos néo-alvo, inclusive ao homem, e ecdel de populacbes de mosquitos
resistentes.

O uso exclusivo de inseticidas quimicos para o romntde vetores vem sendo
gradativamente substituido pelo manejo integrad® mpopbe a utilizacdo de vérias acoes
dentre elas, o uso de larvicidas a bas®allus sphaericugBsp) eBacillus thuringiensis
sorovar.isrelensis (Bti) como um dos meétodos especificos para a reducacemsiddde
populacional de vetores. As principais vantagenstede bioinseticidas sdo a sua alta
especificidade para o inseto alvo e a facilidadgmelucao e utilizagdo em larga escala. O
Bsp apresenta atividade para algumas espécies @osrog Anopheles Psorophora,
Mansoniae Aedes sendo particularmente eficaz no controle de md@acomplexdulex

Cepas do Bsp com alta atividade larvicida foraolagas na década de 80 e as
principais, como as cepas 2362, 1593 e C3-41 sadassna producdo de biolarvicidas em
escala industrial (WEISER, 1984; ZHANG et al., 1p8Yo final da década de 80, o Bsp foi
introduzido pela primeira vez para o controle@gipiensno sul da Franca (THIERY et al.,
1996). Desde entdo, este biolarvicida vem sendiaadd em larga escala em programas de
controle deCulex e Anophelesem varios paises do mundo tais como China (YUAMI.e
2000), Tailandia (MULLA et al., 2001), Alemanha (BEER, 1997), Guatemala (BLANCO
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CASTRO et al., 2000), Camardes (HOUGARD et al.,7)99 Brasil (REGIS et al., 1995;
REGIS et al., 1996; REGIS et al., 2000).

A acéo inseticida das principais cepas do Bsp @devpresenca de uma toxina binaria
(Bin), produzida na forma de uma inclusdo cristaldurante a esporulacdo bacteriana. A
toxina Bin é constituida pelos polipeptideos Bid&-(kDa) e BinB (51- kDa), que agem em
sinergia para provocar a agao larvicida. O procdssatoxicacdo das larvas sensiveis ao Bsp
tem inicio com a ingestdo dos cristais protéicas cpntém a toxina Bin sob a forma de uma
pro-toxina. Devido as condi¢bes alcalinas do imestdas larvas (pH=10) ocorre a
solubilizagdo dos cristais e a clivagem da prortaxpela acdo de proteases intestinais, em
fragmentos menores que constituem a toxina ati®@J(BANN et al., 1985; BROADWELL;
BAUMANN, 1987; BROADWELL et al., 1990; DAVIDSON efl., 1987). EmC.
quinquefasciatusa acdo da toxina depende de sua ligacdo ao oecéginl presente na
membrana apical das células intestinais (CHARLEELSEN-LEROUX; DELECLUSE,
1996; NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1992). O receptor @ (Culex quinquefasciatus
maltasel) € uma-glicosidase de 60 kDa ligada a membrana das sélidaepitélio intestinal
através de uma ancora glicosilfosfatidilinositolP(§5 que permite a sua apresentacdo na
superficie das microvilosidades (ROMAO et al., 20@6interacio da toxina com o receptor
Cgml provoca uma série de efeitos citopatoldgicag ¢evam a morte organismos
susceptiveis, entretanto poucos estudos foranzagalé no intuito de revelar os mecanismos
de acéo dessa toxina apos a sua ligacao ao receptor

A resisténcia a toxina Bin, que é o principio atdms biolarvicidas comerciais, é 0
principal problema a ser superado para o uso racohm Bsp. A resisténcia de larvas @e
quinquefasciatusa toxina Bin j& foi registrada em col6nias subdeti & selecdo em
laboratorio e em populacdes naturais submetidastantento. O principal mecanismo de
resisténcia observado nas larvas é a ausénciacgptoe Cgml nas células do epitélio
intestinal devido a mutagcédo no geztggmlque impede a producgdo de proteinas funcionais e
dotadas da ancora GPI (DARBOUX et al., 2001, 2R@MAO et al., 2006). As larvas
apresentam um padrao de resisténcia cruzada paepas usadas comercialmente, como a
2362, 1593 e C3-41, visto que todas produzem ur@ngera toxina Bin como fator inseticida.
Por outro lado, larvas resistentes as cepas pnadutia toxina Bin sdo susceptiveis a cepa
IAB59, pois esta produz também uma segunda toximria formada por dois componentes
caracterizados recentemente: as toxinas Cry48Aa KDa&) e Cry49Aa (49 kDa) (JONES et

al., 2007). Outro exemplo de auséncia de resisiérrtizada € em relacdo ao Bti. Larvas
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resistentes a toxina Bin sdo susceptiveis ao &8tjuns estudos ja mostraram que a mistura da
toxina Bin com toxinas Cry ou Cyt desse entomopaidgsao letais para estas larvas
(WIRTH et al., 2004, 2005; WIRTH; WALTON; FEDERIC2000).

Duas colbnias resistentes, uma ao Bsp 2362 (R2362)ra ao Bsp IAB59 (RIAB59)
foram selecionadas em nosso laboratério para ovdelsemento de estudos do modo de acéo
das toxinas do Bsp (AMORIM et al., 2007; PEI et 2002). As larvas da colonia R2362 nao
expressam o receptor Cgml da toxina Bin no epitétestinal, devido a uma delecao de 19
nucleotideos no germm1que codifica esta proteina (OLIVEIRA et al., 200DMAO et
al., 2006). No caso da coldnia RIAB59 as larvas refi@térias tanto a toxina Bin como as
toxinas Cry48Aa/Cry49Aa, que também compde o pedilproteinas inseticidas da cepa
IAB59. O mecanismo de resisténcia da colonia RIABb6%oxina Bin € idéntico aquele
caracterizado na colonia R2362, enquanto que st&asia as toxinas Cry48Aa e Cry49Aa
ainda ndo foi caracterizada, pois 0 seu sitio alomodo de acdo ainda sdo desconhecidos
(JONES et al., 2007).

As novas toxinas do Bsp IAB59, Cry48Aa e Cry49Aambcomo as combinacdes de
Bin/Cryl1Aa e Bin/CytlAa possuem atividade larvicighra os individuos resistentes, porém
os efeitos citopatoldégicos ndo foram caracterizades nivel ultra-estrutural pouco se
conhece sobre os efeitos das toxinas produzidasgmbérias entomopatdgenas nas células do
epitélio digestivo de larvas de. quinquefasciatusO principal objetivo deste trabalho foi
caracterizar os efeitos das toxinas do Bsp e derBtiarvas d€. quinquefasciatysuscando
a melhor compreensdo do modo de acdo destes fatorpartir de modelos de larvas

susceptiveis e resistentes, disponiveis em nokscal@rio.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Culex quinquefasciatusay, 1823

Os culicideos séo insetos pertencentes a ordererRiptsdo de grande interesse para a
salude publica por participarem como vetores nasmn@sdo de agentes etiolégicos de
doencas como, dengue, febre amarela, malariaiofizs e encefalites, aléem de causarem
incbmodo e diminuicdo da qualidade de vida a pagawlahumana (FORATTINI, 2002;
NATAL; PAGANELLI; SANTOS, 1991).

O Culex quinquefasciatuapresenta distribuicdo cosmopolita, ocorrendo regges
tropicais da Asia meridional, Africa, Oceania e Aaséricas, na faixa entre o sul dos Estados
Unidos e o norte da Argentina. No Brasil é encaldr@m todo o territorio sendo sua
distribuicdo e abundancia fortemente influenciadda ppresenca humana (CONSOLI;
OLIVEIRA, 1994). Assim como os demais culicideos, iosetos do géner@ulex sédo
holometabolos cujo desenvolvimento compreende sesfde ovo, quatro estadios larvais,
pupa e adulto. Em climas tropicais, o desenvolvimetlesde a oviposicao até a emergéncia
do adulto, dura em média 10 dias (Fig. 1). Tratdesema espécie com habitos endofilicos e
antropofilicos, ou seja, machos e fémeas abriganasdabitacdes humanas durante o dia e,
no periodo crepuscular vespertino e a noite as d&mealizam a hematofagia. O repasto
sanguineo € necessario para o desenvolvimentowbssque sdo depositados agrupados em
forma de “jangada” sobre a superficie aquatica. sSApddesenvolvimento embrionario, as
larvas de 1° estadio {Leclodem e evoluem, passando por mais trés esthiais (k, Lz e
L4) até chegar a fase de pupa. Os criadouros tipiestsa espécie em ambientes urbanos sao
fossas, valetas, caixas de inspecdo de esgoto &sdambientes contendo agua estagnada e
rica em dejetos organicos. Observa-se também qi@resas tém preferéncia em realizar a
oviposicdo em criadouros anteriormente colonizadog atracdo se da pelo feroménio de
agregacdo de oviposicao, depositado em forma deuggs sobre o polo apical dos ovos
(BARBOSA et al., 2007)As larvas dispdem-se perpendicularmente a supediciagua e se
alimentam continuamente por filtracdo, na camagers$icial do criadouro. Na fase de pupa a
alimentacdo é suspensa, porém o deslocamentoraticoluna d’agua é mantido. Os adultos

emergem preferencialmente no crepusculo vesperprananecendo préximos a lamina
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d’dgua até o endurecimento da cuticula, sobretadoadas, quando estdo preparados para o
vOo e a copula. O adulto pode sobreviver cercalddids e as fémeas podem realizar quatro
oviposicdes neste periodo, produzindo de 150 aoc¥08 em cada uma delas (RUPPERT;
FOX; BARNES, 2005).

Adulto

‘10 dias

Ovos (jangada)

Figura 1 — Ciclo de vida doaCulex quinquefasciatus-onte: Cedido por Maria Helena N. L. Silva-
Filha em comunicacéo pessoal.

2.2 Papel doCulex na transmissao de patégenos

O C. quinquefasciatug o principal vetor d&/uchereria bancroffiagente etiologico da
filariose bancroftiana nas Américas, além de seririinado como vetor de arbovirus. Em
alguns paises do continente americano esta edpéeiecontrada naturalmente infectada por
virus causadores de encefalites dos tipos SainsL{@&@UA) e Venezuelana (Panama). No
Brasil é considerado vetor secundario do virus Guope, em areas do estado do Para, onde
foram registradas varias epidemias (CONSOLI; OLRA] 1994). OC. quinquefasciatus
também pode ser vetor do virus do Nilo OcidentaN@y, um flavivirus que provoca

mortalidade em aves domésticas, silvestres e emlasavNo homem induz a um quadro
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febril, podendo evoluir para meningite aguda, ealitefe Obito. O VNO foi isolado pela
primeira vez em Uganda, 1937 e dispersou-se pelaaifEuropa e Asia (SMITHBURN et
al., 1940).Nas Ameéricas, os primeiros casos de encefalite enes humanos causada pelo
VNO foram relatados em 1999 em Nova York (EUA)té,2002,0 virus havia se espalhado
por varios estados americanos (GODDARD et al., 2@ 2001, apenas dois anos apos a
entrada do virus no continente americano, estaldtéctado ao sul das llhas Cayman na
América Central, em 2002 na ilha de Guadalupe é&18gico e, em 2003 e 2004 em El
Salvador e Cuba. Em 2005 o VNO demonstrou sua ebt@ocidade de disseminagéo ao ser
detectado em cavalos infectados na Colémbia (MATBARI., 2005). O risco da entrada do
VNO no Brasil é eminente visto a existéncia degaol@a aves migratorias, que sdo hospedeiras
e reservatorios naturais do virus, e a abundamc@otencial vetor, &€. quinquefasciatyso
que requer medidas de prevencao e controle no @midisaude publica (LUNA; PEREIRA;
SOUZA, 2003).

A filariose linfatica também é uma doenca de trasséo vetorialestacando-se como
um grave problema de saude publica mundial, nms&ua ampla distribuicdo geografica,
atingindo cerca de 80 paises, mas também pelosgmcta clinico, com danos e seqtielas
muitas vezes irreversiveis (BONFIM et al., 2003tifBa-se que exista 1,2 bilhdo de pessoas
vivendo em éareas de risco de contrair a parasitosaundo (DEAN, 2000) e destas, cerca de
120 milhdes séo portadoras de filariose linfatgendo 106 milhdes o nimero de infectados
por Wuchereria bancroftiORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2000; OTTESEN;
RAMACHANDRAN, 1995). Sua importancia é justificada tanto pelo nimerecak®s como
pela morbidade associada ao dano linfatican€ranismo de transmiss@a W. bancrofti
peloC. quinquefasciatué considerado de baixa eficiéncia, exigindo umasgigao intensa e
prolongada ao vetor. Além disso, para um individaaornar microfilarémico é necessario
que ocorra uma série de eventos como a sobrevavénpienetracdo das larvas infectantes
sobre a pele do hospedeiro, o desenvolvimentordasld; até a fase adulta, o alojamento de
machos e fémeas no mesmo vaso linfatico, permitindacasalamento e, finalmente, a
producao de microfilarias (Fig. 2) (REGIS et a@9&).

As acdes governamentais visando o controle daosiamo Brasil comegaram no inicio
da década de 50até 1956 a parasitose autdctone foi detectada eons\@stados brasileiros
atingindo desde a regido norte ao sul do pdisIISTERIO DA SAUDE, 1977,RACHOU,
1957; RACHOU; DEANE, 1954). As cidades que apremamh os focos de maior
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importancia foram Belém e Recife, seguidas de Ma@@EANE et al., 1953; RACHOU,
1960).

Fuchereria bancrofti

FPenetragdo de L3 napele
Desenvolvimento em insetos durante a hematofagia Dezenvalvimento em humanos

g

O Larva L3 migra para __-JA

acabegae I
/prnbuﬁscide do
it15 et
.,.:-"‘\',:--r-.'*"{ mEeto Q_
' dl @ Larval3
'l.a' —

S &dultos nos vasos

linfiticos \

G Latrvall
N , © & dultos produzem
\ o Inseto infecta-se microfilirias que
com microfildrias
duratite a hematofagia

(5} Ilicrofilitias migram para
os trodsculos tordcicos

YRR S —

Ah = Estdgio infectiva
= Estagio de diagndstico

Figura 2— Ciclo de vida d&Vuchereria bancrofthos seus hospedeiros intermediério e definitivo.
Fonte: Centro para o Controle e Prevencédo de Deda0a7).

A filariose é considerada endémica, pelos o6rgdossai@de publica, na regido
metropolitana de Recife (PE), principalmente emifRe©linda e Jaboatdo, com indices de
microfilarémicos variando de 2% a 15% em comunidadie baixo nivel socio-econémico
(RANGEL; DREYER, 1988; DREYER; MEDEIROS, 1990; ORRAQAO MUNDIAL
DA SAUDE, 1992). Exames realizados em 10.851 imitioé residentes em 31 diferentes
bairros da cidade do Recife detectaram 683 miaréithicos, 0 que representa uma
prevaléncia média de 6,5% (MACIEL et al., 1996).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e Organizadéan Americana de Saude
(OPAS) tém como objetivo a erradicacdo da bancefttas Américas até o ano de 2020,

uma vez que a OMS inclui a filariose linfatica entas seis doencas potencialmente
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erradicaveis (ORGANIZAQAO MUNDIAL DE SAUDE, 1994; R]GANIZA(;AO PAN-
AMERICANA DE SAUDE, 2002).Para concretizar este objetivo foi elaborado ori@la
Nacional para Eliminacdo da Filariose Linfatica Biasil" tendo como bases as seguintes
acOes: reavaliacdo epidemioldgica dos focos atvdes considerados extintos; mobilizacéo
das comunidades nas areas endémicas; tratamentmamse das populacdes nas areas
endémicas; controle de vetores adequado a realibmaddé atencdo aos casos humanos;

articulacao interinstitucional, interprogramaticatersetorial.

2.3 Controle de vetores

O controle populacional de mosquitos vetores é umrmamenta efetiva para
interromper o ciclo de transmissdo de doencgas. &@ordas caracteristicas bioldgicas dos
culicideos, que sdo espéciesestrategistas, caracterizadas por uma elevada daxa
reproducdo, curto ciclo de vida e acentuadas ffd@ies na densidade populacional, o controle
desta densidade pode se tornar complexo (REGIE, €081; RUPPERT,; FOX; BARNES,
2005). Outros fatores de ordem ambiental, sociat@némico, também contribuem para
compor um cendério favoravel a elevada proliferafgoulicideos em &reas urbanas.

A descoberta dos inseticidas quimicos de acaouasida década de 40, revolucionou o
controle de insetos. A introducdo desses compastogombate aos insetos vetores foi
bastante difundida e, inicialmente, se mostrouagfipara controlar e até mesmo erradicar
doencas provocadas por vetores em varias regio&MIMGWAY et al.,, 2006). Os
inseticidas quimicos possuem um mecanismo de aggpecifico, caracterizado por um
amplo espectro de acdo. Estes atuam inclusive ganismos ndo-alvo, podendo interferir
nos processos metabdlicos e causar sérios damadsi@ lsumana, além de gerar prejuizos para
0 meio ambiente. O uso massivo de inseticidas goBrievou a selecdo de insetos resistentes
a uma ou mais categorias desses agentes, limitaedetividade dos mesmos (BRACCO et
al., 1997; HEMINGWAYet al., 2004). Aliado a esses fatores, também gstaimu o risco a
saude humana, devido a exposicao direta e/ou aeenge alimentos e agua contaminados
(HEMINGWAY et al., 2004; HEMINGWAY; FIELD; VONTAS,2002). Estes aspectos
negativos associados ao uso dos inseticidas guértegaram a busca de agentes de controle

de insetos mais eficazes, capazes de superar bkempas encontrados e que, sobretudo,
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féssem mais seguros. Atualmente, a estratégia miicada para o controle de vetores é o
manejo integrado que inclui o uso de inseticidgeeificos e seguros para organismos nao-
alvo, associado a outras estratégias tais comosafffieas e manejo ambiental para a
eliminacdo ou reducdo dos criadouros, protecdoopks@além da conscientizacdo e
participagdo comunitaria.

O controle de insetos com agentes biol6gicos pedersa alternativa bastante eficaz.
Ele se baseia na utilizacdo de organismos, ou xieaw® resultantes de suas atividades
metabolicas, para reduzir a densidade populacidoslinsetos (MITTAL, 2003). Agentes
bioldgicos tais como predadores, parasitas, cooqres e patbgenos, podem ser empregados
no controle de insetos, em substituicdo ao usmskticidas sintéticos. Diversos organismos
tém sido investigados como agentes potenciais pacantrole de vetores, podendo ser
citados, bactérias, fungos, protozoarios e nemaO@& OODRING; DAVIDSON, 1996). As
bactérias entomopatdégenas sdo os agentes de edritildigico mais utilizados e representam
cerca de 90% do mercado de bioinseticidas (POLANCZASARCIA; ALVES, 2003). Estas
bactérias possuem um alto poder larvicida de aedetivea para insetos de importancia
agricola e médica, e propiciam seguranca para @moenpara outras espécies nao-alvo. Sua
acao larvicida € devida a producdo de toxinas pededentro de inclusdes cristalinas
paraesporais, que garantem sua maior estabili@adeas caracteristicas como a facilidade de
producdo em larga escala, armazenamento, transpagicacao viabilizam a sua utilizacao

em programas de controle (BECKER et al., 2003).

2.4 Bactérias entomopatogenas

O uso de bactérias como agente de controle biaddé insetos teve inicio com a
descoberta da bactéfgacillus thuringiensigBt) (Berliner), e as primeiras cepas isoladas e
utilizadas até a década de 70 apresentavam atejidaubretudo para espécies da ordem
Lepidoptera (BEEGLE; YAMAMOTO, 1992). A utilizacatestes agentes para o controle de
insetos vetores recebeu atengdo limitada até aleta doBacillus thuringiensissorovar.
israelensis(Bti) em 1976 (DE BARJAC, 1978; GOLDBERG; MARGALJIT977) e de uma
cepa altamente toxica @acillus sphaericugBsp) para mosquitos (SINGER, 1973).
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O Bti e o Bsp, pertencentes a famiBacillaceae sdo bactérias saproéfitas, Gram-
positivas, esporulantes e aerdbicas. Sua distébui€ cosmopolita sendo amplamente
encontrados no solo e em ambientes aquaticos. Rueaesporulacdo produzem inclusées
cristalinas paraesporais nas quais estdo contith®axinas responsaveis por sua atividade
inseticida (KNOWLES, 1994; Apud PORTER, 1993; SCHfEet al., 1998).

Biolarvicidas a base do Bsp Bti sdo eficazes para o controle de culicideos e
simulideos, e tém sido utilizados em programasodérale em varios paises, como Alemanha
(BECKER, 1997), Franca (THIERY et al., 1996), Ch{iV&JAN et al., 2000), india (RAO et
al., 1995) e Brasil (POLANCZYK; GARCIA; ALVES, 200REGIS et al., 1995; REGIS et
al., 1996). Essas bactérias produzem toxinas msteque agem por ingestdo e tém atividade
letal e especifica, para larvas de certas espéireslipteros (CHARLES; NIELSEN-
LEROUX; DELECLUSE, 1996; REGIS et al., 2001).

O principal fator toxico destas bactérias € umtariprotéico, produzido durante a
esporulacdo, que contém toxinas com acgdo larviB@&MANN et al., 1991). O modo de
acdo das toxinas produzidas pelo Bsp e pelo Bileavnicialmente a ingestdo dos cristais
em suspensdo na agua, pelas larvas de mosquitbsid@a) ou borrachudos (Simuliidae)
(CHARLES; NIELSEN-LEROUX; DELECLUSE, 1996). Uma vemgerido, o cristal é
solubilizado em pH alcalino intestinal (pl0), liberando no Iimen pré-toxinas que séo
convertidas para a sua forma ativa pela acdo degs®s intestinais. Estas atravessam a
membrana peritréfica e interagem com receptoresc#gs presentes nas microvilosidades
do epitélio intestinal das larvas (DE BARROS MOREIBELTRAO; SILVA-FILHA,
2007; FERNANDEZ et al, 2006; NIELSEN-LEROUX; CHAEB, 1992;
RAVOAHANGIMALALA; CHARLES, 1995).

O Bsp € ativo sobretudo para espécies dos gérautesx Anophelese Mansonia
engquanto o Bti exerce maior acdo toxica coAdes Culexe Simulium(CHARLES et al.,
1997; POLANCZYK; GARCIA; ALVES, 2003; SILVA-FILHA; NIELSEN-LEROUX;
CHARLES, 1997). O principio ativo das prepara¢Gedidlarvicidas é constituido por uma
mistura de cristais e esporos, e a sua eficacia @ad influenciada por fatores como
temperatura e pH da agua, incidéncia de luz sotdnjcdo organica, densidade e estadio das
larvas presentes nos criadouros (BECKER et al.2;1PBJLLA et al., 1990). Uma grande
vantagem do Bsp é a longa persisténcia da atividadieida, mesmo em criadouros onde h&a
incidéncia de luz solar e o nivel de poluicdo oigga agua é elevado (DAVIDSON et al.,

1984). A reciclagem, ou seja, a germinacdo e elu@o do Bsp em cadaveres de larvas
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produzindo novos cristais, € um dos fatores qudéicaxp boa persisténcia da bactéria nestes
criadouros (DAVIDSON et al., 1984; SKOVMAND; BAUDUWNI 1997).

2.5Bacillus sphaericudNeide, 1904

O Bacillus sphaericugBsp) € uma das principais bactérias entomopast&getilizadas
comercialmente para o controle de espécie€ulex, Anopheles e Mansor(gig. 3). Essa
bactéria utiliza preferencialmente fontes protémas obtencdo de energia, uma vez que nao
€ capaz de metabolizar carboidratos, a exemplotd&KALFON et al., 1983; CHARLES,;
NIELSEN-LEROUX; DELECLUSE, 1996). A primeira cepa @sp que mostrou atividade
toxica para larvas de mosquito, denominada K,doliaida de cadaveres Galiseta incidens
(Diptera: Culicidae) (KELLEN; MEYERS, 1964). A ac&ovicida desta cepa é relativamente
baixa e, somente apos o isolamento de cepas carnpgitidade, como a 1593 na Indonésia
(SINGER, 1973), a 2297 no Sri Lanka (WICKREMESINGHEENDIS, 1980), a 2362 na
Nigéria (WEISER, 1984) e a C3-41 na China (ZHANGakt 1987), o Bsp foi considerado
um agente promissor para o controle de mosquitesefpas estdo agrupadas de acordo com
as caracteristicas morfologicas e bioguimicas,neétodo mais utilizado para classificacao
das cepas de Bsp € a aglutinacdo flagelar, quegragpaa em diferentes sorotipos (DE
BARJAC; VERON; COSMAO-DUMANOIR, 1980; DE BARJAC at., 1985). Segundo este
método as cepas mais toxicas para larvas de moscqatrtencem aos sorotipos H5 (1593,
1691, 1881, 2362 e C3-41), H6 (IAB59) e H25 (2297).

As cepas dd@sp podem produzir as seguintes categorias dedasxmseticidas: a toxina
Binaria (Bin) encontrada no cristal, as toxinas48/&a e Cry49Aa, também produzidas em
cristais, e as toxinas mosquitocidas (Mtx), prodagie secretadas ao meio. As toxinas Mtx
foram classificadas em Mtx (100 kDa), Mtx2 (30,82 Mtx3 (35,8 kDa) (LIU et al., 1996;
THANABALU et al., 1991; THANABALU; PORTER, 1995). &8 cepas nativas do Bsp as
toxinas Mtx sdo produzidas durante o estagio végetao crescimento bacteriano e sdo
posteriormente degradadas por proteases quand@laascentram na fase estacionéaria
(CHARLES; NIELSEN-LEROUX, DELECLUSE, 1996). Por astizdo, sua contribuicdo na
atividade larvicida de culturas esporuladas é mhaiga, entretanto, podem ter alta atividade

larvicida quando s&o produzidas sob a forma desjpras recombinantes dascherichia coli
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(PARTRIDGE; BERRY, 2002; WEI; CAIl; YUAN, 2006; WIRF et al., 2007). Apesar do
importante potencial das toxinas Mtx, as cepavasitio Bsp tém como principal fator téxico
a toxina Bin contida nos cristais produzidos na fde esporulacdo bacteriana. As toxinas
Cry48Aa (135 kDa) e Cry49Aa (49 kDa) foram recerdgrta caracterizadas na cepa IAB59
do Bsp e juntas também compdem uma toxina bindaodugida sob a forma de cristais
protéicos (JONES et al., 2007). Suas caracterésiesdo descritas de forma mais detalhada
na secéo 2.7.

O espectro de acdo do Bsp € restrito as larvasodguitos (DAVIDSON; YOUSTEN,
1990; GROVES; MEISCH, 1996; LACEY et al., 1988; MERT et al., 2005),
especialmente as espécies do compl€xtex pipiens que sdo as mais sensiveis. Varias
outras espécies deulex AnophelesMansoniae Psorophora bem como algumas espécies do
géneroAedestambém sdo sensiveis a sua atividade (DAVIDSOIB31BAUMANN et al,
1985; KALFON et al., 1984; PAYNE; DAVIDSON, 1984)entre os anofelinofnopheles
gambiae e An. stephensisdo as espécies mais sensiveisCR cinereus(NICOLAS;
DOSSOU-YOVO, 1987)Ae. aegyptie espécies do géneBmuliumsao insensiveis a acao
do Bsp (DAVIDSON; YOUSTEN, 1990). Para o controlesths espécies é recomendado o
uso do Bti, cujas caracteristicas estéo descritaegdo 2.8.

Figura 3 — Micrografia eletrénica de transmissao Blacillus sphaericuem fase de esporulacao. E.
esporo; C. cristal com acgéo larvicida para diptdfoste: Modificado de Kalfon et al. (1983).

2.6 Toxina Bin

O principal fator téxico das cepas de Bsp com afiddade, usadas na producdo de
biolarvicidas comerciais é a toxina Bin, presentas rcristais produzidos durante a
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esporulacdo. A pro-toxina Bin € composta por dowdippptideos de 42- e 51 kDa
denominadas BIinA e BinB, respectivamente (BERRYNBILEY, 1987; BERRY et al.,
1993; BAUMANN et al.,, 1987; BAUMANN; BROADWELL; BAWANN, 1988;
HINDLEY; BERRY, 1988) (Fig. 4). Os componentes daanam a toxina Bin unem-se na
forma de cristais que sédo visiveis a partir dee#itdgio de esporulagdo (BAUMANN et al.,
1985; KALFON et al., 1984; YOUSTEN; DAVIDSON, 198Zsse heterodimero atua em
sinergia, sendo que os dois componentes devempestantes em uma razao equimolar para
a expressao completa da toxicidade (BROADWELL gt18190; NICOLAS et al., 1993). Os
componentes BinA e BinB parecem interagir em saugétes de se ligarem ao receptor
especifico e serem capazes de se inserir nas measlrealulares (BOONSERM et al., 2006).
O componente BinB € responsavel pelo reconhecimenligacdo ao receptor Cgml no
epitélio intestinal d&. quinquefasciatuCHARLES et al., 1997) e ndo apresenta toxicidade
quando administrado sozinho. A subunidade BinA pseleletal pareC. pipiensquando
administrado em uma concentracdo cerca de 100 veaes do que a do cristal nativo,
indicando o seu importante papel na toxicidade (U&S et al., 1993; SEBO et al., 1990)

Os genes que codificam a toxina Boinj sédo altamente conservados entre as diferentes
cepas deB. sphaericuse as proteinas Bin sdo classificadas em 4 grupms, base em
pequenas diferencas observadas na sequéncia dedardos: Bin 1 (IAB59), Bin 2 (2362,
1593), Bin 3 (2297) e Bin 4 (LP1-G) (BERRY et a989; PRIEST et al., 1997). Com
excecdo da Bin 4, todas sdo altamente toxicas |lparas deCulex e ligam-se com alta
afinidade aos receptores do epitélio intestinal B2 et al., 1997; SILVA-FILHA et al.,
2004). A baixa atividade da toxina Bin 4, caractmia na cepa LP1-G, é devido a uma
mutac&o que gera a troca de uma leucina por unmaser posicdo 93 do gene que codifica a
subunidade BinA. Esta mutacdo afeta drasticamentiaidade de Bin 4 (YUAN et al.,
2001).

A estrutura da toxina Bin ainda n&o foi definida,cantrario da estrutura de 3 dominios
caracteristica das toxinas Cry presentes nos ierids cepas inseticidas do Bt. Sabe-se
apenas que os componentes BinA e BinB devem lgatmvés de sitios especificos e que
BinB possui um epitopo de ligacdo aos receptorasatabrana celular no epitélio intestinal

das larvas susceptiveis.
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Figura 4 — Perfil protéico do cristal de cepas Hacillus sphaericu362, 1593 e C3-41. A
pro-toxina binaria (Bin) caracteristica destas sepformada por dois componentes BinA (42
kDa) e BinB (51 kDa). PM: peso molecular em kDanteo Modificado de Jones et al.
(2007).

2.6.1 Modo de acao

A acdo toxica do Bsp tem inicio quando larvas agasatde mosquitos sensiveis
ingerem 0Os cristais e esporos em suspensdo na Agds.a ingestdo, a matriz do cristal €
solubilizada no pH proximo a 10, caracteristicordestino de culicideos. Uma vez liberada
do cristal, a pré-toxina formada pelos polipetidBosA (42 kDa) e BinB (51 kDa) sofre uma
clivagem no lumen intestinal devido a acdo de aeproteases, gerando dois fragmentos
ativos de 39- e 42 kDa, respectivamente (BROADWELBAUMANN, 1987;
BROADWELL et al.,, 1990). Apesar das etapas de stabdo e ativacado terem carater
seletivo, sabe-se que a toxina pode ser processadameséntero de varias espécies de
mosquitos, inclusive naquelas naturalmente refemtdno Bsp tais comd\e. aegypti
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(BAUMANN et al., 1985; DAVIDSON et al.,, 1987; DAVIBON, 1988; NICOLAS;
LECROISEY; CHARLES, 1990). A seletividade da acadagla pela ligacdo da toxina a
receptores especificos presentes nas microvilossdagicais das células do intestino médio
(NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1992; SILVA-FILHA; NIELSH-LEROUX; CHARLES,
1997) que desencadeia uma série de alteracOesatolidgicas que culminam com a morte da
larva (CHARLES, 1987; DAVIDSON; TITUS, 1987).

Ensaios utilizando larvas d€. quinquefasciatustratadas com a toxina marcada
demonstraram que BIinB é o responsavel pelo reconbato e ligacdo da toxina aos
receptores do epitélio intestinal, enquanto Bindsgencial para toxicidade (CHARLES et al.,
1997; OEI; HINDLEY; BERRY, 1992). A ligacéo de Bird epitélio desta espécie é forte,
especifica e mostra um padrao de ligacao regi@diao ceco gastrico e estbmago posterior
(Fig. 5) (DAVIDSON et al., 1990; OEI; HINDLEY; BERR 1992). Apesar de haver ligacéo
da toxina ao receptor no meséntero de larvaRmgpheles,a mesma ndo se apresenta
regionalizada a nenhum segmento do intestino dpécies estudadas. Ewe. aegypti
nenhuma ligacéo foi observada (DAVIDSON et al.,@99

Estdbmago
anterior

Estébmago

Ceco gastrico posterior

Figura 5 — Representacdo esquematica do tubo digestivo daslamostrando as regides que
compdem o intestino médio: céardia, ceco gastristineago anterior e estdbmago posterior. O ceco
gastrico e o estdmago posterior correspondem &erede localizacdo dos receptores da toxina Bin
do Bacillus sphaericusFonte: Extraido de Clements (1992).
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2.6.2 Morfologia das regides alvo

O tubo digestivo das larvas € formado por trés segms de origem embrionaria
distintas, o intestino anterior, o intestino médio intestino posterior. Em larvas Galex
Aedese Anopheles intestino médio € composto por quatro regidesirdia, 0 ceco gastrico,

0 estdbmago anterior e 0 estdmago posterior (FigN&$ regides alvo da toxina Bin, ou seja,
no ceco gastrico e estbmago posterior, o epitétiples é formado principalmente por
células colunares ricas em microvilosidades, ela®ltegenerativas distribuidas de forma
isolada ou em grupos na regido basal. Este epiméé revestido por cuticula, diferente
daquele que reveste as outras por¢des do tubotidggesendo separado do bolo alimentar
pela membrana peritrofica. Fibras musculares ladgihis e circulares envolvem o ceco
gastrico, enquanto o estbmago é envolvido por waraa formada por estas fibras (IMMS,
1907 apud CLEMENTS, 1992; O'BRIEN, 1966 apud CLEMIEN1992; CHARLES, 1987).

O ceco gastrico apresenta quatro tipos celulasesémillas de reabsorcao/secrecdo, células
transportadoras de ions, células secretoras de raeanb células imaginais (VOLKMANN;
PETERS, 1989). As células do ceco gastrico e ddnmesjo posterior possuem
microvilosidades alongadas, abundancia de mito@maa porcdo apical do citoplasma e o
labirinto basal, formado por invaginacdes da memdbalasmatica, é bastante desenvolvido
nesta primeira por¢ao do intestino médio, o cestrigd, e menos desenvolvido na regido do
estdbmago posterior. Lamelas do reticulo endoplasmbso e rugoso estdo distribuidas por
todo o citoplasma (CHARLES, 1987; CHARLES; DE BARJAL983; COCKE et al., 1979).
As células da regido do estbmago posterior assamedie as células de reabsorcao/secrecéo
encontradas no ceco gastrico (VOLKMANN; PETERS,2)98

2.6.3 Receptor

A toxina Bin liga-se especificamente a uma Unicass® de receptores presente na
membrana das células do epitélio intestinal dagasadeC. pipiens An. gambiee An.
stephensi(NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1992; SILVA-FILHA; NIELEN-LEROUX;
CHARLES, 1997). Em larvas di&e. aegyptiespécie naturalmente refrataria, foi observado

que a toxina Bin ndo se liga a receptores espesifico epitélio intestinal (NIELSEN-
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LEROUX; CHARLES, 1992), demonstrando que a ligadaotoxina ao receptor € a etapa
mais importante do modo de ac&o do Bsp. A afiniddbgacdo da toxina aos receptores do
microvilli intestinal das larvas d€. pipiens An. gambiee An. stephensiesta diretamente
relacionada com a susceptibilidade obseniadavo, sendo a atividade larvicida da toxina
decrescente para estas espécies (SILVA-FILHA; NENE EROUX; CHARLES, 1997).

O receptor da toxina Bin em larvas @e pipiense C. quinquefasciatuslenominado
Cpml e Cgml, respectivamente, € umglicosidase de 60-kDa ligada a membrana das
células intestinais através de uma ancora de @fsfatidilinositol (GPI) (Fig. 6)
(DARBOUX et al., 2001; PAUCHET et al., 2005; ROMA® al., 2006; SILVA-FILHA,
NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1999). A clonagem e exm&s desta molécula
comprovaram o seu papel como receptor da toxina 8ias sequéncias de nucleotideos e
aminoacidos estdo disponiveis no banco de dadogBaek (DARBOUX et al.,, 2001;
PAUCHET et al., 2005; ROMAO et al., 2006). Asglicosidases desempenham um papel
fisioldgico na digestéo e este é um dos casos enengimas do sistema digestivo de insetos
podem atuar como receptores de toxinas produzidlapgidgenos. Aminopeptidases e uma
fosfatase alcalina também ja foram identificadasn@oreceptores para toxinas d
thuringiensis (ABDULLAH; VALAITIS; DEAN, 2006; FERNANDEZ et al., 2006;
KNIGHT; CRICKMORE; ELLAR, 1994; LUO et al., 1997] sitio de ligacdo da toxina Bin
aa-glicosidase Cgml ainda néo foi identificado e s@®abe se esta relacionado com o sitio
catalitico desta molécula.

Mutacdes no geneqml podem causar alteracées na proteina impedindoetpe
desempenhe o papel de receptor da toxina Bin, devassim a resisténcia que sera descrita
posteriormente na segéo 2.9.
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Figura 6 — Representacdo esquematica da ligacdo do compoBarBeda toxina Bin ddacillus
sphaericusao receptor Cgml, ligado a membrana plasmaticacéladas do epitélio intestinal de
larvas deCulex quinquefasciatugor uma molécula de glicosilfosfatidilinositol (GPFonte: Cedido

por Maria Helena N. L. Silva-Filha em comunicacésgoal.

2.6.4 Efeitos citopatoldgicos

Estudos anteriores sobre a citopatologia provopatia acdo da toxina Bin no epitélio
intestinal de larvas monstraram que as alteracGelernp ser observadas 15 min apds a
ingestdo do complexo esporo-cristal, e os prinsiganos causados as células do intestino de
larvas deC. pipiens foram o aparecimento de grandes vacuolos citogiasos e o
intumescimento mitocondrial (CHARLES, 1987; DAVIDS(Q1981; KARCH; COZ, 1983;
SINGH; GILL, 1988). O intestino posterior e 0 cagdstrico sdo as areas mais afetadas pela
toxina Bin, porém danos posteriores no tecido nalre musculos esqueléticos também
foram detectados (SINGH; GILL, 1988). Efeitos ukstruturais foram observados em
culturas de células de. pipiens ap0s alguns minutos de tratamento com a toxinalBiBsp
solubilizada e ativada (DAVIDSON; TITUS, 1987). Bss alteragdes envolveram
principalmente o intumescimento das cristas mitdoais e do reticulo endoplasmatico,
seguido pelo aparecimento de vacuolos e condensiacamtriz mitocondrial, sugerindo que
a toxina pode exercer seus efeitos na propria mamabselular (DAVIDSON et al., 1987). A
formacdo de poros pela toxina Bin ou seus compeset@mbém pode ser observada em
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vesiculas lipidicas unilamelares e em bicamadadidgs planares principalmente devido a
acdo do componente BinA (SCHWARTZ et al., 2001)cdinponente BinB pode causar a
formacdo de canais, embora em menor extensao.dsstiedimunolocalizacéo realizados em
larvas deC. quinquefasciatudratadas com o Bsp 2362 demonstraram que a tdima
poderia ser internalizada pelas células intestinaisa vez que foi observada marcacgéo
positiva nas membranas do ceco gastrico e integtirsberior, e dentro da propria célula
(SILVA-FILHA; PEIXOTO, 2003). Os resultados da foagéo de poros pela acdo da toxina
Bin devem ser considerados cuidadosamente umawemdos os estudos foram realizados
em sistemas de membranas artificiais.

A analise do efeito da toxina Bin em células MDQWaflin and Darby canine kidney
cell), transfectadas com o receptor Cpml, demansipee a ligacdo da toxina Bin aos
receptores presentes nesta linhagem de céluladia@pitprovocou a formacdo de vacuolos
citoplasmaticos sugerindo que a toxina Bin modifizapermeabilidade da membrana
plasmatica pela abertura de poros (PAUCHET et2805). Quando o receptor Cpm1 foi
expresso nas células como proteina de membrar@ampadesprovido da ligagdo via ancora
GPI, o efeito de vacuolizacdo nao foi observadte Essultado sugere que a localizagéo do
receptor na membrana através da molécula de Gl grdessencial para mediar os efeitos
causados pela toxina nas células (OPOTA; CHARLE&JRON, 2007).

Os efeitos fisioldgicos da toxina d& sphaericusém sido pouco documentados. O
estudo realizado por Narasu e Gopinathan (1888) Unico a registrar que, na presenca da
toxina, a captura de oxigénio por mitocondriasadak de larvas de. quinquefasciatusra
inibida, bem como a atividade da acetilcolina tfarase. Os fatores que determinam a morte
das larvas necessitam ser investigados, uma veaigda n&o se sabe se a agédo da toxina,
apos a ligacao aos receptores, se da atraves deamsducao de sinal pela célula ou por um
processo de internalizacdo. Varias questdes sofmena pela qual a toxina interage com o
epitélio apdés o reconhecimento e ligagdo ao recepésmanecem sem resposta. O modo de
acdo e a causa da morte celular provocada pora®xany do Bt tém sido mais estudados.
Muitos trabalhos apontam a lise coldide osmatieswlitante da formacao de poros provocada
por estas toxinas, como o principal fato resporigéeia morte celular (DE MAAGD et al.,
2003; KNOWLES; ELLAR, 1987; SCHNEPF et al., 1998hrém, estudos recentes sugerem
gue a morte celular causada por toxinas do Bt,leewon complexo caminho de sinalizacgéo,
e ndo simplesmente a lise coldide osmotica (HUFFM&ANA., 2004). Zhang et al. (2006)

propdem um novo modelo de acéo para a toxina CndidABt, segundo o qual a ligacdo da
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toxina ao seu receptor especifico estimula a aggwateina G e adenilciclase, que elevam os
niveis de AMP-ciclico intracelular e ativam a pfogekinase A. Esta Ultima por sua vez,
desestabiliza o citoesqueleto e os canais iGniaamembrana plasmatica que levam a morte
das células. Neste estudo as alteracfes obsergadaélulas tratadas com a toxina CrylAb
envolveram a formacédo de proje¢cdes da membranm@las, seguida do intumescimento e
lise celular. Estas alteracdes foram semelhantaslag] associadas a processos oncoticos
(FINK; COOKSON, 2005), e ndo pareceram ter relag@m a morte celular por apoptose,

uma vez que a fragmentacao nuclear e a ativacéaspases néo foram observadas.

2.7 Toxinas Cry48Aa e Cry49Aa

A exposicdo ao Bsp pode levar a selecdo de laesstentes a toxina Bin presente nas
cepas deste entomopatégeno utilizadas para a @odiggercial de biolarvicidas. A cepa
IAB59 do Bsp, entretanto, apresenta uma caradterisiistinta, pois é toxica para larvas
resistentes as cepas 2362, 1593 e C3-41, que mmdumicamente a toxina Bin. Estudos
recentes mostraram que a atividade toxica da o&PB&9 para larvas resistentes é devida a
presenca de outras toxinas produzidas sob a foemeristais protéicos (PEI et al., 2002;
NIELSEN-LEROUX et al., 2002). As novas toxinas sis polipeptideos de 49- e 135 kDa,
que foram caracterizadas como endotoxinas da fard#@i proteinas Cry e denominadas
Cry49Aa e Cry48Aa, respectivamente (Fig. 7) (JONESal.,, 2007). Estas toxinas nao
apresentam atividade larvicida quando administrat#isidualmente, pois a sua agao ocorre
em sinergia quando ambos 0s componentes estami@e®s concentracdo equimolar. Por
esta razao as toxinas Cry48Aa e Cry49Aa sao camaside como uma nova toxina binaria,
que possui uma constituicdo Unica, como serd desarseguir (JONES et al.,, 2007). O
componente de 135 kDa (Cry48Aa), compartilha umie fiolentidade com toxinas da familia
Cry que possuem uma estrutura composta por 3 dosn(dONES et al., 2007). O dominio |
e formado por sete-hélices e € responsavel pela insercdo da protim@embrana e
formacao de poros. O dominio Il, composto por felpaom regides em algas expostas, €
responsavel pelo reconhecimento e ligacdo ao mcephquanto o dominio Ill, também
composto por folha$, esta relacionado a ligacdo ao receptor bem confiongdo de
promover a estabilidade a molécula (DE MAAGD et 2003). O componente de 49 kDa
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(Cryd9Aa) compartilha identidade com ambos os comaptes da toxina Bin do Bsp e
também com a Cry36 e Cry35 do Bt, que fazem partentl familia de toxinas consideradas
binarias, pois requerem a presenca de um par poop&Era a expressao da acado larvicida
(BAUM et al., 2004; ELLIS et al., 2002). A dependi@nobservada entre 0s componentes
Cry48Aa e Cry49Aa para a producédo de toxicidadeersupaver uma forma de interacao
singular entre estas toxinas, uma vez que, a agsacie toxinas do tipo binaria com toxinas
Cry de 3 dominios nunca foi descrita anteriorm@&h@NES et al., 2007). Durante o processo
evolutivo, a aquisicdo dos genes que codificamrateinas Cry48Aa e Cry49Aa pode ter
acontecido através de elementos de transposiciquais 0s genesy48Aa e cry4d9Aastao
associados (JONES et al., 2007), a exemplo de ujenes de toxinas inseticidas
(MAHILLON et al., 1994).

As toxinas Cry48Aa/Cry49Aa séo altamente potentesdo administradas sob a forma
de proteinas purificadas, em razdo equimolar, sandaicidade observada comparavel a da
toxina Bin. Na cepa IAB59 do Bsp, que produz andsmxinas, Bin e Cry48Aa/Cry49Aa, a
presenca desses ultimos fatores ndo aumenta adawectotal da cepa nativa, pois o acumulo
do componente Cry48Aa é baixo, e a presenca deestracdes equimolares dos dois
componentes é essencial para a expressao totatidalade (JONES et al., 2007).

Recentemente, uma coldnia @equinquefasciatusom um alto nivel de resisténcia (
40.000) ao Bsp IAB59 foi selecionada sob condigie$aboratorio, e permitira desenvolver
estudos sobre o modo de acdo dos novos fatore$okiry48Aa e Cry49Aa (AMORIM et
al., 2007).
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Figura 7 — Perfil protéico dos cristais que contém os comptaseda nova toxina binéria da cepa
IAB59 do B. sphaericusobtidos individualmente em organismos recombemms toxinas Cry48Aa

e Cry49Aa tém pesos moleculares (PM) de 135- )40 tespectivamente. Fonte: Adaptado de Jones
et al. (2007).

2.8Bacillus thuringiensissorovar. israelensis(Bti)

O uso de microorganismos no controle biolégicondetios vetores teve grande impulso
com a descoberta do Bti (GOLDBERG; MARGALIT, 197JE BARJAC, 1978), uma
sorovariedade com alta atividade larvicida para guibgs (Culicidae) e simulideos
(Simuliidae). O principal fator toxico do Bti é unaclusdo cristalina produzida durante a
esporulacdo que pode conter diversandotoxinas (Cry4Aa, Cry4Ba, Cryl0Aa, CryllAa,
CytlAa e Cyt2Aa) com atividade larvicida especifigara espécies déedes Culex e
Simulium(Fig. 8) (LACEY et al., 1986). Essa diversidadetoeinas e o seu modo de acao
complexo séo fatores determinantes do baixo patkmngie este patdégeno apresenta para
selecionar resisténcia (GEORGHIOU; WIRTH, 1997).péxfil toxico mais comum nos
isolados de Bti é composto pelas pro-toxinas Cry42@4Ba, CryllAa e CytlAa (Fig. 9).
As toxinas Cry do Bti possuem a estrutura tipica3ddominios descrita na secdo 2.7,
enquanto a proteina CytlAa possui um unico donforimado pora-hélices e folha$ (DE
MAAGD et al., 2003; LI; KONI; ELLAR, 1996; SCHNEPEét al., 1998).
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Figura 8 — Micrografia eletrbnica de transmissao Bacillus thuringiensissorovar.israelensisem
fase de esporulacéo. E. esporo; C. cristal com bg#&iwida para dipteros. Fonte: Modificado de
Charles; De Barjac (1982).

Os primeiros passos para modo de acao do Bti g&geatao dos cristais pelas larvas e
sua dissolucdo no pH alcalino intestinal, de fosimailar ao modo de ag&o do Bsp. A pré-
toxina contida nos cristais € liberada e ativadasgoina proteases em fragmentos menores,
tornando-se capaz de reconhecer e interagir coept@es presentes no microvilli intestinal
(DE BARROS MOREIRA BELTRAO; SILVA-FILHA, 2007). EmAe aegyptio receptor
para as toxinas CryllAa e Cry4Aa é uma fosfatasdiad de 65 kDa ligada a membrana do
epitélio intestinal através de uma ancora GPI (8EP) (BUZDIN et al.,, 2002,
FERNANDEZ et al., 2006). No caso de CryllAa, apdsl|gacio ao receptor a toxina entra
em um processo de oligomerizacdo e inser¢cdo na raemplasmatica, causando a formacao
de poros que levam a uma lise colbide-osmoticacdadas (DE MAAGD et al., 2003;
KNOWLES, 1994; SCHNEPF et al., 1998). Os receptpaes as demais toxinas do Bti ndo
sdo conhecidos, mas é possivel que as toxinas SayXdry4Aa e Cry4Ba compartilhem o
mesmo receptor no microvilli intestinal de larvas &e. aegypt(DE BARROS MOREIRA
BELTRAO:; SILVA-FILHA, 2007).

A atividade individual das toxinas Cry ou Cyt praitlas pelo Bti é fraca, mas juntas
apresentam efeito sinérgico, e o maior nivel deitdade € alcancado na presenca de todas as
toxinas do cristal nativo (CRICKMORE et al., 199%ONCET et al., 1995). Um estudo
recente mostrou que a CytlAa tem um papel imp@tpata a sinergia observada entre estas
toxinas e, por conseguinte para a alta atividadsetitida do Bti. Ensaiosn vitro
demonstraram que a ligacao da toxina CryllAa @&&wsade microvilli intestinal (BBMF) de
Ae aegyptiaumenta na presenca de CytlAa, sugerindo quepedta funcionar como um
receptor de membrana para a toxina CryllAa (PERE. ,e2005). Desta forma, a toxina
Cryll1Aa tem a possibilidade de interagir com aslagldo epitélio intestinal através do seu
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receptor especifico, a fosfatase alcalina de 65 klbm como através da sua ligacdo com a
CytlAa que se insere diretamente na membrana dalmsépiteliais (BRAVO; GILL;
SOBERON, 2007; FERNANDEZ et al., 2006; PEREZ et 2005). Outro estudo recente
demonstrou que a ligacédo da toxina CryllAa a Cytfb&dita a formacédo de uma estrutura
oligomérica, formada por proteinas Cryl1lAa, quapae de se inserir na membrana e formar
poros idnicos (PEREZ et al., 2007). O Bti constito patdgeno interessante, pois apresenta
um arsenal diverso de toxinas Cry e a toxina Cy& tem um papel estratégico por ter a
capacidade de interagir diretamente com a memipksaatica e atuar como um receptor

para as toxinas Cry.

Cry4Ba
(135kDa) N__|
Cry4Aa
(125 kDa) /_ —
Cryl1Aa |[==
(68 kDa)

Cyt1Aa — |
27 kDa

Figura 9 — Perfil protéico dos cristais que contém as toxidagtAa, Cry4Ba, Cryl1lAa e CytlAa do
Bacillus thuringiensis sorovar. israelensis Peso molecular em kDa. Fonte: Modificado de
Angsuthanasombat et al. (2004).

2.9 Resisténcia a®acillus sphaericus

A exposicdo aos biolarvicidas a base de Bsp podar la selecdo de populacdes
resistentes. A resisténcia de larvas ja foi olditlavés de pressao de selecdo sob condi¢des de
laboratorio (AMORIM et al.,, 2007; PEI et al., 200&/IRTH et al., 2000), bem como
detectada em populacdes naturais, submetidas ameato intensivo com este agente
(NIELSEN-LEROUX et al., 2002; SILVA-FILHA et al.,995; SINEGRE et al., 1994; RAO
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et al., 1995; YUAN et al.,, 2000). O primeiro case wksisténcia ao Bsp foi obtido em
laboratério apds a exposicdo de uma colbnia a utaapaessdo de selecdo durante 12
geracoes sucessivas (WIRTH et al., 2000). A regisiéem campo foi registrada em
populacdes do complex@. pipiens na Franca (CHEVILLON et al., 2001; NIELSEN-
LEROUX et al., 2002), Brasil (SILVA-FILHA et al.,9B5), india (RAO et al., 1995), China
(YUAN et al., 2000), Tunisia (NIELSEN-LEROUX et a2002) e Tailandia (MULLA et al.,
2003). Os niveis de resisténcia detectados saavessie os principais fatores que modulam a
evolucdo da resisténcia sao a pressao de selegéstana populacdo e a frequéncia inicial

do(s) gene(s) que conferem resisténcia.

2.9.1 Mecanismos de resisténcia

O principal mecanismo de resisténcia a toxina Ritectado em populacdes Gelex
esta relacionado a auséncia do receptor espedaifictoxina Bin (Cpml ou Cgml) no
microvilli intestinal de larvas (Tabela 1) (DARBOUXt al., 2002; 2007; NIELSEN-
LEROUX et al., 1995, 1997, 2002; OLIVEIRA et alQ®; ROMAO et al., 2006; SILVA-
FILHA et al., 2004). Em algumas colOnias resistentais como TUNIS e SPHAE, foi
observado que a interacdo da toxina com o receytoré afetada e as larvas resistentes
possuem receptores funcionais no epitélio intdstiBates casos indicam um mecanismo
diferente de resisténcia e sugerem que outros gertesn estar envolvidos na resisténcia ao
Bsp (NIELSEN-LEROUX et al., 1997, 2002).

A auséncia do receptor Cgm1 no microvilli intedtinanstitui a principal causa de
resisténcia e provoca a refratariedade total damdaa acado larvicida da toxina Bin. Um
aspecto interessante a ser investigado é se lasatentes, devido a auséncia de receptores,
podem sofrer alteragBes no epitélio intestinal emseqiéncia do tratamento com a toxina
Bin. A colonia R2362 analisada neste trabalho istexge a toxina Bin devido a auséncia da
a-glicosidase Cgml no microvilli intestinal (OLIVEMRet al., 2004). Um ensaio para a
deteccao de-glicosidases em fragdes ricas em microvilli intedtde larvas demonstrou que
h& 5 bandas cataliticas em larvas da colénia 8yaedelas correspondente ao receptor Cqm1,
conforme demonstrado por imunodeteccao utilizandoanticorpo anti Cgm1l (Fig. 10, S).

Em larvas da colbnia R2362 todas as bandas foraseraddas, exceto a banda
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correspondente &glicosidase Cgm1 (Fig. 10, R) (ROMAO et al., 200Bin outra coldnia
analisada neste estudo, a RIAB59, as larvas s&emes a todos os fatores toxicos da cepa
IAB59, ou seja, as toxinas Bin, Cry48Aa e Cry49Aanalise do mecanismo de resisténcia a
toxina Bin mostrou que este é similar ao da col&®#862, no qual as larvas ndo apresentam
receptores no epitélio intestinal. (SILVA-FILHA &t, 2004).

A B
Ensaio dea-glicosidase Imunodetecg&o com anti-Cgm1l

S R S R

83— 83
62 62
48 48
3 32 - 32

Figura 10 — Perfil de a-glicosidases presentes no microvilli intestinal @evas de Culex
quinquefasciatusle uma col6nia susceptivel (S) e uma colbniatesgis (R) adBacillus sphaericus
2362, através de ensaio enzimatico em gel, sobig@egl semi-desnaturantes (A) Em larvas S o
receptor Cqgml corresponde a uma banda @9 kDa (seta) que esta ausente em larvas R. (B)
Imunodeteccdo das amostras observadas em A cotticorpa anti Cqml1. Em larvas S o anticorpo
reconheceu a banda correspondente ao recepto), (aetacontrario das larvas R. A esquerda,
marcadores de peso molecular em kDa. Fonte: Madifidle Romé&o et al. (2006).
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Tabela 1 — Colbénias deCulexsp. selecionadas sob condi¢Bes de laboratérig @ah oBacillus sphaericugBsp) ou populacdes de campo expostas
ao tratamento com estes agente, que apresentdesiataés na susceptibilidade.

Colb6nia ou ] _ Razéo de Ligagéo toxina- Forma de .
. Pais Origem o Alelor 4 Referéncia
populagéo resisténcia receptor’ heranca
GEO' EUA Lab >100.000 Nao cpmkeo R/A NIELSEN-LEROUX et al., 1995
CqRL1/2362 Brasil Lab >100.000 Né&o cqml1-d19 R/A OLIVEIRA et al., 2004
CgRL2/IAB5F  Brasil Lab ~40.000 Né&o cqml1-d19 R/A AMORIM et al., 2007
RLCq1/C3-41 China Lab >100.000 Nao ND R/A OLIVEIRA et al., 200
Kochi india Campo ~150 ND ND ND RAO et al., 1995
Coqué Brasil Campo ~10 ND ND ND SILVA-FILHA et al., 1995
SPHAE Francga  Campo >20.000 Sim ND R/S NIELSEN-LEROUXlet1997
RFCqt China  Campo >20.000 ND ND ND YUAN et al., 2000
TUNIS? Tunisia ~ Campo =750 Sim ND R/S NIELSEN-LEROUX et al., 2002
N cpmkp
BP? Franca Campo >5.000 Nao R/S NIELSEN-LEROUX et al., 2002
cpmkp-del
Wat Pikuf  Tailandia Campo  >125.000 ND ND ND MULLA et al., 2003

Colénia deCx. quinquefasciatus

“Coldnia deCx. pipiens

*Razao entre a concentracéo letaBdsphaericupara 50% (L&) das larvas em 48h da colénia avaliada e a réspadEs, de uma colénia
susceptivel usada como referéncia.

‘R/A: Recessiva autossémica; R/S: Recessiva ligad®xo.

ND: ndo determinado.
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2.9.2 Genética

Os principais fatores que modulam a evolucdo datéegia sdo a pressado de selecéo
pelo uso do inseticida, a frequéncia inicial dedcs de resisténcia e a sua forma de heranca.
Nos casos de resisténcia @elexao Bsp ja estudados, os alelos de resisténciaesdados
de forma recessiva, 0 que € uma vantagem para ejonda resisténcia (NIELSEN-LEROUX
et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2004).

Estudos sobre a base molecular da resisténcidratBin desenvolvida pela coldnia de
C. pipiensdenominada GEO, mostraram que o receptor Cpml asténte do epitélio
intestinal devido a uma mutacdo em um Unico nuicleotno gene do receptor Cgm1l (alelo
cgmlkeo) levando a um término de tradugédo prematuro edgém de uma proteina truncada,
com um sinal de direcionamento extracelular e,gmbot sem a ancora GPI (DARBOUX et
al., 2002). Neste caso, a toxina Bin ndo tem agla farvas da colénia GEO, devido a
auséncia do receptor nas células do epitélio intdst

Em C. quinquefasciatysa resisténcia também pode estar associada acausEnm
receptor no microvilli intestinal. As larvas da @ola R2362 n&o expressam o receptor Cqml
devido a uma delecdo de 19 nucleotideos no ggmel (alelo cqm1-d19 que codifica esta
proteina (OLIVEIRA et al., 2004; ROMAO et al., 2Q0&sta delecdo gera um codon de
parada prematura da traducao, e a proteina pra@@zigenor, sem 0 segmento que contém a
ancora GPI, tal como observado na colénia GEO (ROM#Aal., 2006).

Dois novos alelos de resisténcia a toxina Bin foracentemente caracterizados em
uma populacdo de campo @& pipiensna Franca, denominada BP. Ambos codificam
proteinas que sao incapazes de interagir com aaoRin, resultando na auséncia de
toxicidade do Bsp para as larvas. O algponkr apresenta uma mutagdo “nonsengeé
causa a perda do dominio C-terminal necessario @ararreto ancoramento do receptor
Cpml na superficie da célula, a exemplo do queséreado nas colénias GEO e R2362. O
outro alelocpmXp-del, é caracterizado pela inser¢cdo de um element@dsposicdo no éxon
2 deste gene. Este evento gera um processameateeiocdo RNAmM e a proteina resultante
menor, embora a fase de leitura ndo seja modifieaalgroteina seja dotada de ancora GPI.
Neste caso a regido afetada da proteina € criticaa @ ligacdo da toxina Bin e ela néo é
funcional (DARBOUX et al., 2007).
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2.9.3 Resisténcia cruzada

A resisténcia ao Bsp foi observada em populaco€s. ggpiensou C. quinquefasciatus
selecionadas ou submetidas a tratamentos com\botas a base das cepas 2362, 1593 e
C3-41. Estas pertencem ao sorotipo H5a5b e posgeess idénticos expressando a toxina
Bin (PRIEST et al.,, 1997). A ocorréncia de resisi@rcruzada entre as mesmas tem sido
detectada, uma vez que, a toxina Bin presente :nestams liga-se a0 mesmo receptax; a
glicosidase Cgm1 (NIELSEN-LEROUX et al., 2001; SANILHA et al., 2004). Entretanto,
trabalhos prévios revelaram que colbnias resisgeate cepas 2362, 1593 e C3-41 sao
susceptiveis a cepa IAB59 (NIELSEN-LEROUX et al02; PEI et al., 2002). A sele¢éo de
coldnias resistentes a cepa IAB59 mostra que cngesémento de resisténcia foi mais lento
e a magnitude de resisténcia atingida foi menot @Pal., 2002; AMORIM et al., 2007). De
fato, estudos recentes mostraram que a cepa IAB&@up dois outros fatores toxicos,
Cry48Aa e Cry49Aa, além da toxina Bin (JONES et2007), que justifica o baixo nivel de
resisténcia cruzada observada. O estudo dos etkitbaovas toxinas em células do epitélio
intestinal deCulex ao nivel ultra-estrutural, esta sendo apresentadfborma inédita neste
trabalho, utilizando como modelos larvas das segsiinolonias: colonia susceptivel (S) a
todas as toxinas, colbnia resistente a toxina BR2362) e susceptivel as toxinas
Cry48Aa/Cry49Aa e colbnia resistente a todas amasxdo Bsp testadas (RIAB59). Uma
alternativa, além do uso de cepas nativas com | prfico diferente para superar a
resisténcia, € a producéo de cepas do Bsp modiBogeneticamente. Trabalhos anteriores ja
demonstraram que cepas recombinantes que prodaém,da toxina Bin, outras toxinas
com sitios de acdo distintos como as toxinas CryCgtido Bti, sdo ativas para larvas
resistentes ao Bsp (GAMMON et al., 2006; PONCE&lgt1994; SERVANT et al., 1999;
THIERY et al., 1998; TRISRISOOK et al., 1990; WIRT&t al., 2004, 2005; WIRTH;
WALTON; FEDERICI, 2000). Como descrito na se¢ag a.8ombinacéo de Bin com toxinas
do Bti é ativa para larvas resistentes unicamemdgifa Bin, devido a uma acdo em sinergia
de toxinas que possuem receptores ou sitios alfeemtes. Outro aspecto analisado neste
trabalho foi o efeito que combinacfes da toxinadim toxinas do Bti podem exercer sobre

larvas resistentes.
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3 JUSTIFICATIVA

O controle de vetores é uma ferramenta necessamdareduzir ou interromper o ciclo
de transmissdo de doencas. Além disso, dentro meito de “cidade saudavel” as acbes de
combate aos insetos tém um papel importante nasdigd@s do ambiente urbano e
consequentemente na melhoria da qualidade de sglpapulacdes. Em 2003 a Prefeitura da
cidade do Recife deu inicio ao Programa de Conttal€ilariose como parte de um projeto
para eliminacdo da filariose nas Américas, pre@izpela Organizacdo Mundial de Saude.
Dentre as acfes deste programa esta incluido ala®acillus sphaericuscomo agente
larvicida do vetoCulex quinquefasciatus

Os primeiros eventos do processo de intoxicacddateas peloB. sphaericusestao
bem caracterizados, assim como a identificaciajeeseiamento do receptor para a toxina
binaria (Bin) produzida por esta bactéria. Entretapoucos estudos foram realizados no
intuito de compreender 0s eventos que ocorrem apéseracdo da toxina Bin com o seu
receptor, que desencadeiam os danos ao epitéistimdl de larvas d€. quinquefasciatus
Outras toxinas, como a Cry48Aa e Cry49Aa, recentéenearacterizadas i sphaericus
cepa IAB59, ou associac¢des da toxina Bin com taxiDey ou Cyt do Bti sdo eficazes em
superar a resisténcia a toxina Bin, apresentadalgamas colénias dé. quinquefasciatus
Porém, as alteragfes citopatoldgicas que ocorreimtestino das larvas nao foram descritas e
a caracterizacao ultra-estrutural desses efeitofus@lamentais para a compreensdo do modo
de acdo dessas toxinas inseticidas. Considerandangsgens do uso d& sphaericussomo
biolarvicida e o papel relevante que esse organiemohoje em programas de controle de
vetores, € de grande importancia cientifica e @atb melhor entendimento desse
entomopatdégeno na busca de solugbes para o0 seuraggmal, bem como para o

desenvolvimento de novos biolarvicidas.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Quais os efeitos citopatolégicos causados pelamasxCry48Aa/Cry49Aa e pela
combinacéo da toxina Bin/Cryl1Aa e Bin/CytlAa enulas do epitélio intestinal de larvas

de Culex quinquefasciatugsistentes aBacillus sphaericu3
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Caracterizar o efeito da acdo de toxinas das last@nmtomopatégenaBacillus
sphaericuse B. thuringiensissorovar.israelensissobre a ultra-estrutura das células do epitélio
intestinal de larvas déulex quinquefasciatusisando contribuir para o conhecimento do seu

modo de acgéao.

5.2 Objetivos especificos

« Comparar a morfologia das células do epitéliositmal de larvas do 4° estadio da
colénia susceptivel (S) e de uma coldnia resistantexina Bin doB. sphaericus
cepa 2362 (R2362), que ndo expressa o receptar iegia.

e Comparar os efeitos citopatolégicos da toxina Bm B. sphaericus2362 no

meséntero de larvas da coldnia S e da coldnia R2362

» Caracterizar a acdo da nova toxina Cry48Aa/Cry4@éB. sphaericuscepa IAB59,

nas células de larvas das colbnias susceptivaima ®xinas (S e R2362).

» Caracterizar os efeitos citopatoldgicos causadospsociacdes da toxina Bin com a
toxina Cryl1Aa ou com a toxina CytlA d thuringiensissorovar.israelensisno

meséntero de larvas da colbnia R2362.
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6. MATERIAL E METODOS

Neste estudo foram avaliados os efeitos de toynaduzidas pel@acillus sphaericus
(Bsp), individualmente, ou em combinagdo com toxidaB. thuringiensissvar.israelensis
(Bti) em células do epitélio digestivo de larvas dderentes colonias daCulex

quinquefasciatusconforme ilustra o esquema abaixo (Fig 11).

Cepas de origem Bsp 2362 Bsp IAB59

Toxinas

Modelos
estudados

Colbnia Resistente
a toxina
Cry48Aa/Cry49Aa

(RIAB59)

Coldnia susceptivel

)

Colbnia Resistente a CytlAa
toxina Bin (R2362)

Figura 11 —Toxinas produzidas por bactérias entomopatégenaknias deCulex quinquefasciatys
susceptivel (S) e resistente Bacillus sphaericusepa 2362 (R2362), utilizadas neste estudo para
avaliar a acdo das toxinas na ultra-estrutura élatas do epitélio intestinal das larvas.

6.1 Colbnias deCulex quinquefasciatus

As larvas do 4° estadio dalex quinquefasciatustilizadas neste estudo foram obtidas
a partir de trés colénias mantidas no insetaridpartamento de Entomologia do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ (CPqAM/FIOCRUX. caracteristicas de cada

coldnia estao descritas a seguir.
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- Col6nia susceptivel (3 Colbnia de referéncia, fundada a partir de osoletados em
criadouros de bairros da regido Metropolitana doifRee mantida ha mais de dez anos no
insetario. As larvas desta col6nia sdo susceptigeipdas as toxinas produzidas pelas

bactérias entomopatdégenas analisadas neste estudo.

- Colbnia resistente aoB. sphaericus cepa 2362 (R2362).Colbnia selecionada sob
condicbes de laboratério com a cepa 2362 do Bgp,mincipal fator inseticida é a toxina
binaria (Bin). Larvas desta colbnia apresentam wmdo de resisténcia (RR) a toxina Bin
superior a 100.000 vezes (PEI et al., 2002), eatée a colbnia S. A colbnia atingiu esta RR
apos 46 geracOes e € mantida sob pressdo de saldgiode manter um nivel estavel e
elevado de resisténcia. A refratariedade destanizolé devido a auséncia do receptor da
toxina Bin, aa-glicosidase Cgm1, na membrana apical das céluaspdélio intestinal das
larvas (OLIVEIRA et al., 2004). Esta coldnia ndoemgnta resisténcia cruzada com toxinas
da familia Cry ou Cyt sendo, portanto, susceptigetoxinas Cry48Aa/Cry49Aa produzidas
pelo Bsp IAB59, e as toxinas CryllAa e CytlAa pmdas pelo Bti, que foram analisadas
neste estudo.

- Colbnia resistente aoB. sphaericuscepa IAB59 (RIAB59). Colonia selecionada com o
Bsp IAB59, sob condicbes de laboratorio. Esta aEpBsp possui como fatores toxicos, além
da toxina Bin, as toxinas Cry48Aa/Cry49Aa (JONES akt 2007). Esta col6nia foi
selecionada a partir da colonia S e apresentouRiao Bsp IAB59 de aproximadamente
40.000 vezes apos 72 geracdes de selecdo (AMOR&M €007).

Os insetos das trés coldnias utilizadas sdao mantidoinsetario do Departamento de
Entomologia-CPgAM a 26 +2 °C, 70% de umidade relativa e fotoperiodo 12:12 h
(claro:escuro). Os adultos sdo alimentados comc&olue sacarose a 10% e as fémeas
também fazem o repasto sanglineoGaius sp As larvas sdo mantidas em recipientes com
agua declorada e alimentadas com ragéo para gdtiskas®.
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6.2 Toxinas recombinantes

Neste estudo foram analisadas as seguintes toximBas: do Bsp 2362,
Cry48Aa/Cry49Aa do Bsp IAB59, além da CryllAa eX2\d do Bti. Todas as toxinas foram
produzidas sob a forma recombinante por cepas dar&isformadas com plasmideos
contendo os genes que codificam as respectivama®mxiindividualmente. Culturas
esporuladas contendo uma mistura de esporos ai€qsbtéicos de cada uma das pro-toxinas
recombinantes foram liofilizadas e utilizadas nmebsaios para avaliar sua acao nas células

epiteliais do intestino das larvas alvo deste estud

- Toxina Binéria (Bin). Esta toxina € o principal fator inseticida das seda Bsp que
possuem alta toxicidade para culicideos, tais cama@epas 2362, 1593, C3-41 e IAB59.
Neste trabalho foram avaliados os efeitos da toRinaecombinante no meséntero de larvas
das colbnias S e R2362 Qe quinquefasciatusA toxina recombinante foi produzida no Bti
cepa 4Q2-81 que naturalmente ndo expressa nenlbiima.tEsta cepa foi transformada com
o plasmideo pGSP10 que contém o0s genes que cadifisasubunidades BinA e BinB da
cepa 1593 do Bsp (BOURGOUIN et al., 1990). A cepiagentiimente cedida por J.F.
Charles e C. Nielsen-LeRoux (Instituto Pasteurnéa® O Bti cepa 4Q2-81/pGSP10 foi
cultivado em meio parB. thuringiensiSLECADET et al., 1980) suplementado com glicose
(1%) e tetraciclina (25 pg/mL). As culturas forarantidas a 30 °C, sob agitagéo, durante 72
h até alcancarem um nivel de esporulacd@0%, analisado através de observacdo ao
microscopio oOptico. A biomassa presente nas cultwesporuladas foi recuperada por
centrifugacédo, lavada sequencialmente com NaCl EDMA 10 mM e EDTA 10 mM e
armazenada a -20 °C. Posteriormente, a biomass$iafftwada e o pé contendo uma mistura
de esporos/cristais foi utilizado para tratar agda selecionadas para os bioensaios.

- Toxinas Cry48Aa e Cry49Aa.Estas toxinas foram caracterizadas, recentemeoieo
novo fator téxico do Bsp IAB59, cepa que tambéndproa toxina Bin (JONES et al., 2007).
Estas novas toxinas agem em sinergia na razao uwlarl e tém atividade inseticida tanto
para larvas susceptiveis como para larvas ressters cepas de Bsp que produzem como

anico elemento toxico a toxina Bin (JONES et @02, PEI et al., 2002). Neste estudo foram
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avaliados os efeitos de Cry48Aa/Cry49Aa nas céldasepitélio intestinal de larvas das
colénias S e R2362, que sdo susceptiveis a estmmgp bem como em larvas da col6nia
RIAB59 resistente a todas as toxinas do Bsp IABh® foi selecionada previamente sob
condicOes de laboratério (AMORIM et al., 2007).tAginas recombinantes foram produzidas
individualmente no Bti cepa 4Q7 transformada conplasmideos pSTAB135 e pHTP49,

contendo os genes que codificam as toxinas Cry488ay49Aa, respectivamente. As cepas
foram gentilmente cedidas por C. Berry (Universaldd Cardiff, Reino Unido). O protocolo

para a obtencdo da biomassa e dos pos liofilizadotendo esporos/cristais foi 0 mesmo
utilizado para a toxina Bin, exceto pelo uso da&ramicina (25 pg/mL) como antibiético

presente no meio de cultura. Os pos liofilizadosdok de cada toxina foram misturados na

proporcao de 1.1 (peso/peso) para o tratamenttades nos bioensaios.

- Toxinas CryllAa e CytlAa.O Bti produz uma incluséo cristalina paraesporaiqunal
comumente estdo contidas quatro proteinas toxagtfa, Cry4Ba, CryllAa e CytlAa)
gue interagem em sinergia produzindo alta atividadecida para culicideos (CRICKMORE
et al.,, 1995; IBARRA; FEDERICI, 1986; PONCET et, al994; WU; CHANG, 1985).
Combinagdes da toxina Bin do Bsp com a toxina Cigldu CytlAa sado toxicas para larvas
de C. quinquefasciatusesistentes a toxina Bin (WIRTH et al., 2005; WHRTWALTON;
FEDERICI, 2000). Os efeitos citopatolégicos causagor misturas da toxina Bin com as
toxinas CryllAa e CytlAa, individualmente, no mésénde individuos da colbnia R2362
foram analisados neste trabalho. As toxinas CrylBA&ytlAa recombinantes foram
produzidas separadamente no Bti 4Q2-81, transfanwum os plasmideos pHT640 e
pWF45, respectivamente. As cepas foram gentilmeatikdas por A. Delécluse (Instituto
Pasteur, Franca) e B. Federici (Universidade d#d@aib-Riverside, E.U.A.). O cultivo das
cepas, bem como a obtencéo da biomassa e dosopliEalios foram realizados segundo o
protocolo descrito para as toxinas Cry48Aa e Crygl9%s misturas da toxina Bin + Cryl1lAa
e Bin + CytlAa foram preparadas na proporcao de(f3%o/peso) com base em trabalhos
anteriores (WIRTH et al., 2005; WIRTH; FEDERICI; WAON, 2000; WIRTH; WALTON;
FEDERICI, 2000).



Caracterizagao ultra-estrutural dos efeitos cipatcos... Melo, J.V. 51

6.3 Ensaios de toxicidade vivo

Os bioensaios foram realizados de acordo com @qwilat padrdo recomendado pela
Organizagdo Mundial de Saude (1985). Para cadatemds pé liofilizado contendo
esporos/cristais de uma toxina recombinante tedt@dareparada uma suspensao a 5 g/L,
posteriormente diluida de acordo com a concentréapgdl) utilizada nos ensaios. Para cada
tratamento, grupos de 20 larvas jovens do 4° estédi seja, coletadas em até 1 h apds a
muda, foram colocados em recipientes contendo l0@enagua mineral. Os grupos foram
tratados com uma aliquota da suspenséo bacterenesséria para atingir a concentracao
desejada e receberam uma pequena quantidade dmtalinds grupos experimentais e as
concentracbes empregadas para as diferentes toesid® descritos no item 6.4. A
mortalidade das larvas dos grupos experimentaadiva e néo tratados de todos 0s ensaios
foi registrada apds 48 h. A concentracdo letal lgenaas toxinas para 90% das larvas
expostas durante 48 h (6), como as combinacdes Bin/CryllAa e Bin/CytlAa, fo
determinada a partir de dados de bioensaios seghadet al. (2002). Os ensaios foram

realizados com a colaboracdo da Dra. Claudia Mramies de Oliveira.

6.4 Grupos experimentais

A primeira abordagem desse estudo foi descrevemgparar a morfologia das células
do epitélio intestinal de larvas ndo tratadas dani@ susceptivel e da col6nia resistente a
toxina Bin. A segunda foi avaliar os efeitos citgbdgicos das toxinas Bin,
Cry48Aa/Cry49Aa, Bin/CryllAa e Bin/CytlAa em larviiatadas das respectivas colbnias
analisadas. Todos o0s grupos experimentais forampastos por 20 larvas de&.
quinquefasciatusoletados apds a muda para o 4° estadio.

Para avaliar a morfologia das células intestinaisndividuos das coldnias S e R2362,
as larvas foram disseccionadas 30 min, 4, 6 e 48ds a muda para o 4° estadio. Outras
amostras de larvas das duas colbnias, fixadasapdsra muda foram submetidas a um ensaio

citoquimico para deteccao de lipideos conformerdesta se¢céo 6.7.
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Para caracterizar os efeitos citopatolégicos cassa@las toxinas recombinantes no
epitélio intestinal, as larvas foram disseccionddas h ap6s o tratamento e processadas para
microscopia eletrénica de transmissao (MET). Enpsods ensaios, um grupo néo tratado
também foi disseccionado e processado para METyaemo dois grupos tratados e dois
grupos néo tratados foram mantidos por 48 h payestre da mortalidade. Os diferentes
grupos experimentais analisados e as respectivaeiotvacdes das toxinas utilizadas neste
estudo estdo relacionados na Tabela 2. O efeittoxdaa Bin foi avaliado em larvas da
colénia S tratadas com 0,1 mg/L, que € a concéirbstal para 90% das larvas @glapos
48 h de exposicao, e as larvas resistentes R23&@ fmatadas com uma concentracéo de 10
mg/L, 100 vezes superior a estage-L

Os efeitos das novas toxinas Cry48Aa e Cry49Aa dp B\B59 sobre o epitélio
intestinal de larvas susceptiveis foram avaliaditiizando a Clgg para essas larvas, da
mistura 1:1 (peso/peso) das toxinas, que foi 10 m@/L, respectivamente, para as larvas das
colénias S e R2362. Para larvas da colonia RIAB&Sistente as toxinas, a concentracao
usada foi de 30 mg/L.

As Clgo de combinagcbes da toxina Bin/CryllAa ou Bin/CytlAaisturadas na
proporgéo de 3:1 (peso/peso), foram 7,5 e 4,0 migdpectivamente. As misturas de toxinas
foram utilizadas para o tratamento de larvas R2368 o objetivo de avaliar a acdo destas
combinagBes no epitélio intestinal de larvas de gpiénia resistente unicamente a toxina
Bin (R2362). Esta avaliacéo foi feita com a colalgéo da Dra. Claudia Maria Fontes de

Oliveira do Departamento de Entomologia do CPqARMERUZ.
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Tabela 2 —Grupos experimentais de larvas do 4° estadi€aex quinquefasciatude uma coldnia
susceptivel (S) e de duas coldnias resistenteBaailus sphaericuscepas 2362 (R2362) e IAB59
(RIAB59), submetidas aos tratamentos com as toxieasmbinantes Bin e Cry48Aa/Cry49Aa,
produzidas pel@acillus sphaericusalém de associa¢des de Bin com toxinas Cryl18st&Aa do
Bacillus thuringiensisorovar.israelensis

Toxinas (mg/L)

Bin Cry48 + Cry49 Bin + CryllAa Bin + CytlAa

Colbnias Grupos (1:1 p/p) (3:1 p/p) (3:1 p/p)
A 0,0 - - -
S B 0,1 - - -
C - 10,0 - -
D 0,0 - - -
R2362 E 10,0 - - -
F - 20,0 - -
G - - 7,5 -
H - - - 4,0
RIAB59 ) 0,0 - - -
J - 30,0 - -

(*) Grupos de larvas néo tratadas utilizadas coomtrole.

6.5 Disseccéo das larvas

Dez larvas de cada grupo experimental foram cakstasl paralisadas em gelo por
alguns minutos para a retirada do tubo intestisah um microscépio binocular. Apos a
remocao do alimento, envolvido pela membrana @éica, e dos tubulos de Malpighi, o
estbmago posterior, um dos principais alvos dantb&in no epitélio intestinal déulex foi
fixado em uma solucdo de glutaraldeido grau | &03d¢n tampdo cacodilato de sdédio
(Na(CHs)2As0O,) 0,1 M, pH 7,2, a 4 °C, por 24 h e posteriormg@mteessado para MET.

6.6 Processamento para microscopia eletronica deatismissao

Apoés a disseccdo e fixacdo, o estbmago posteriolavado trés vezes em tampao
cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,2 e pés-fixado pbra temperatura ambiente (TA) em uma

solugcdo contendo: tetroxido de 6smio (@s@ 1%, cloreto de célcio (Cafl5 mM e
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ferricianeto de potassiosf-e(CN)] a 0,8% em tampao cacodilato de s6dio 0,1 M, X 7,
Posteriormente, os espécimes foram desidratadosnemsérie de concentragdes crescentes
de acetona (30, 50, 70, 90 e 3 vezes a 100%}raafds lentamente em resina epoxi SPI-PON
812® (Sigma), incluidos na mesma resina e poliraddg em estufa a 70 °C por 72 h. Os
cortes ultrafinos (60 a 70 nm) foram obtidos pdramhicrotomia, coletados em grades de
niquel com malha de 300 orificios e contrastados solucdo aquosa de acetato de uranila a
5% por 1 h e, com citrato de chumbo a 1% por 3 Wgamostras foram observadas em
microscopio eletrénico Zeiss EM 109. Secdes semaisf(400 nm) foram coradas com azul de
Toluidina e observadas em microscopio 6ptico Zés®phot para a descricdo do aspecto
geral do intestino das larvas.

6.7 Deteccao de lipideos pelo método do 6smio-inmixdd

Um ensaio citoquimico para a deteccdo de acidosograsaturados nas células de
larvas fixadas 48 h ap6s a muda para o 4° estéaliogalizado segundo Angermiiller e
Fahimi (1982). Apés a dissecgdo, as larvas foraadéis por 2 h a TA em uma solugédo de
glutaraldeido a 2,5% e tampé&o cacodilato de sédid/Q pH 7,2. As amostras foram lavadas
duas vezes no mesmo tampéao, uma vez no tampaazohigld M, pH 7,2 e pos-fixadas por
30 min a TA com tetroxido de O6smio a 2% em tampéaondazol 0,1 M, pH 7,5.
Subsequentemente, as amostras foram lavadas erdaamiglazol, desidratadas em solucao
crescente de acetona e infiltradas e polimerizadasesina epéxi SPI-PON 812® (Sigma).
As secOes ultrafinas obtidas por ultramicrotomieario observadas sem contrastacdo em

microscopio eletrénico Zeiss EM 109.
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7 RESULTADOS

7.1 Morfologia das células do epitélio intestinal @l larvas das colbénias S e R2362

O primeiro aspecto investigado neste trabalho foicefologia das células do epitélio
intestinal de larvas nao tratadas, de uma colGrsaeptivel (S) e de uma colbnia resistente a
toxina Bin do Bsp (R2362), apds a muda para o #tles Secdes semi-finas mostraram que
o estbmago posterior de larvas S era constituidoupo epitélio simples composto de
numerosas células colunares, com microvilosidabesdantes, além da presenca de algumas
células regenerativas (Fig. 12, A e B). Este Ulttipo celular foi caracterizado como células
pequenas, presentes na porcao basal do epitélie & apresentavam superficie de contato
com o lumem, nem microvilosidades (Fig. 12, @)epitélio intestinal apresentou-se separado
de outras estruturas como 0s musculos longitudmaiansversais por uma delgada lamina
basal (Fig. 13, A). Células midides, com mitocbasirde forma arredondada e numerosos
miofilamentos, foram frequentemente observadas. (Aig, A). As células epiteliais
apresentaram abundante reticulo endoplasmaticasouganitocondrias de formas variadas
(Fig. 13, A-C). As células epiteliais de larvasadddnia S, disseccionadas 48 h apds a muda
para o 4° estadio, apresentaram algumas inclusétesnelucentes na regido basal (Fig. 13,
B), mas ndo na regido apical das células colurf{gigs13, C).

As células de larvas R2362 disseccionadas 30 M @pds a muda para o 4° estadio
apresentaram uma morfologia geral similar as cgld&alarvas S, analisadas nos respectivos
tempos (dados ndo apresentados). Em larvas R28&@a 6 h apds a muda, as células
mostraram um aspecto normal da lamina basal, leti@ndoplasmatico rugoso e
mitocOndrias, entretanto, ao contrario do observads larvas S neste momento do
desenvolvimento, numerosas inclusdes elétron-leseioram detectadas na por¢céao basal das
células (Fig. 13, D). Uma analise quantitativa aegatclusdes presentes nas células colunares
foi realizada em larvas de ambas as colbnias, pdB a muda para o 4° estadio. Em larvas
R2362 foi observado uma média de 185 inclusdespdil celular versus 6 inclusdes por
perfil celular em larvas S (Tabela 3). Este aspewbofologico foi caracteristico das células
de larvas R2362, sendo observado de forma maismeiddm espécimes disseccionadas 48 h
apos a muda, quando estas inclusées se tornaramilaaites e apresentaram um tamanho

aumentado (Fig. 13, E). Esta diferenca marcantguamtidade de inclusGes, escassa em
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células de larvas S, e presentes em grande nUraeraioria de células R2362 pode também
ser observada nas imagens mostradas no Apéndicéigd. S e R2362). Amostras do

intestino de larvas R2362 disseccionadas 48 h apasda foram submetidas a um ensaio
citoquimico para investigar a natureza das incleigd&tron-lucentes. Apés a fixacdo em uma
solucdo de tetroxido de 6smio e tampdo imidazatéhslas exibiram um contraste elétron-

denso dentro das inclusdes revelando sua compdggdioa (Fig. 13, F).

Figura 12 —Células do intestino de larvas do 4° estadicCdiex quinquefasciatude uma col6nia
susceptivel. A. Aspecto geral do epitélio do estfonposterior observado através de um corte
transversal semi-fino por microscopia Optica; lun{éh Barra de escala = 25 um. B. Células
colunares ricas em microvilosidades (seta longeglela regenerativa (seta curta) da mesma secéao
observada em A; nucleo (N); lumen (L). Barra deakse 10 um. C. Micrografia eletrénica de
transmissdo de uma segéo transversal ultrafinaramost uma célula regenerativa (CR) presente na
regido basal do epitélio; célula colunar (CC) réra reticulo endoplasmatico (seta) e mitocondrias
(Mt); nacleo (N); membrana basal (Mb). Barra deaése 1 um.



Caracterizagao ultra-estrutural dos efeitos cimlpgtcos... Melo, J.V. 57

Figura 13 — Seg0es transversais ultrafinas do estdbmago pastidarvas do 4° estadio @ulex
guinquefasciatusle uma colbnia susceptivel (S) e uma coldniatesgis a toxina Bin dd@acillus
sphaericugR2362), analisadas em diferentes momentos apfigda para o 4° estadio. A. Célula de
uma larva S fixada 6 h ap6s a muda mostra a mewmbrasal (Mb) subjacente a célula rica em
reticulo endoplasmatico rugoso (setas); mitocéadalangadas (Mt) podem ser observadas dispersas
no citoplasma das células epiteliais e no intades células midides (M). B. Célula de uma larva S
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fixada 48 h ap6s a muda; presenca de inclustesorelécentes (*) na regido basal da célula;
membrana basal (Mb) e mitocéndrias (Mt) estdo pvasias; nucleo (N) na posi¢cdo basal. C. Regido
apical da célula de larvas S fixadas 48 h ap6s damoumerosas mitocondrias (Mt) e reticulo
endoplasméatico rugoso (seta) podem ser observadsg&ncia de inclusdes elétron-lucentes nesta
regido da célula; microvilosidades (Mv). D. Céldauma larva R2362 fixada 6 h ap6s a muda; varias
inclus@es elétron-lucentes (*) sdo observadas mraxia regido basal; reticulo endoplasmatico rugoso
(setas) e mitocondrias (Mt) estdo bem preservado®mbrana basal (Mb) apresenta aspecto normal.
E. Células de uma larva R2362 fixada 48 h aposa@amas inclusdes elétron-lucentes (*) apresentam
um aumento no ndimero e tamanho e estdo concentredasgido basal da célula; o reticulo
endoplasmaético rugoso (seta); mitocondrias (Mt) alteracdes; membrana basal (Mb). F. Células de
uma larva R2362 fixada 48 h ap0s a muda e submatidensaio citoquimico utilizando o complexo
6smio-imidazol; uma marcacao elétron-densa € ohdarmo interior e na perifieria das inclusdes (*)
demonstrando a natureza lipidica dessas estrutarasvilosidades (Mv). Barra de escala gri.

Tabela 3 —Numero de inclusdes lipidicas presentes nas cétidaspitélio intestinal de larvas de
Culex quinquefasciatude uma colbnia susceptivel (S) e uma coldniatesdis (R2362) a®acillus
sphaericusanalisadas 6 h ap6s a muda para o 4° estadio.

Células com inclusdes

Colénia N°decélulas  N°de células Xinclusdes/célula D.P. N° total de
analisadas inclusdes
S 20 2 60,0+ 15,5 120
R2362 10 10 185,4+ 43,7 1.854

7.2 Efeitos da toxina Bin em larvas da colbnia S e R236

A andlise da morfologia das células do epitéliestinal foi seguida pela comparacao
dos efeitos da toxina Bin sobre as células de $atlead° estadio da colbnia susceptivel (S) e
da colbnia resistente a toxina Bin do Bsp (R236®8).grupos de larvas tratadas da colbénia S
mostraram uma mortalidade de cerca de 90% aposed&sigrupos de larvas R2362 tratados,
bem como os grupos néo tratados de ambas as ®lda@mapresentaram niveis significantes
de mortalidade (Tabela 4). O intestino de larvasa8 tratadas mostrou uma camada bem
preservada de células epiteliais, abundancia decémitrias e reticulo endoplasmatico
rugoso, e granulos de glicogénio foram observadoésirpos ao labirinto basal, situado em
posicdo subjacente a lamina basal (Fig. 14, A)uf®eh intestinal estava delimitado pela
membrana apical composta por numerosas microvddssl (Fig. 14, B). Os danos iniciais
nas células de larvas S foram observados aposelttatdmento. O reticulo endoplasmatico

estava fragmentado formando numerosas vesiculas @&lplasma (Fig. 14, C) e as
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mitocdndrias presentes na regido basal das cé@pdsliais mostraram-se intumescidas
quando comparadas com as mitocondrias presenteséhadas mioides (Fig. 14, D). A
presenca de granulos elétron-densos também foinatase (dados ndo mostrados). As
principais alteracdes citopatoldgicas foram obs#aganas larvas S disseccionadas 6 h apos o
tratamento. O citoplasma apresentou um aspectmdenscuolos de tamanhos diferentes,
contendo debris celulares, foram observados nd@oegpical das células (Fig. 14, E). O
intumescimento mitocondrial, a formacao de vacyapebra do reticulo endoplasmatico e
uma extensiva perda de microvilosidades foram teniaticas marcantes decorrentes da acao
da toxina Bin nas células de larvas S (Fig. 14Ht e

A analise comparativa das células do intestin@adeabs R2362 nado tratadas mostrou um
aspecto similar ao de larvas S ndo tratadas (BigAL Alguns efeitos foram detectados nas
células de larvas R2362 tratadas, que sdo despsodd receptor Cgqml na membrana das
células do epitélio intestinal. Larvas R2362 aaalas 1 e 6 h apds o tratamento mostraram o
aparecimento de granulos elétron-densos e a quibreeticulo endoplasmatico rugoso
produzindo pequenas vesiculas cobertas por ribassqig. 15, B e C). Em 6 h as
mitocondrias presentes em ambas as regides ddascéktavam intumescidas e as cristas
mitocondriais apresentaram um aspecto desorganigedp 15, C e D), enquanto as
microvilosidades ndo apresentaram alteracdes eeslena ocorréncia de vacuolos néo foi
observada (Fig. 15, D). Como previamente desapdogrupos de larvas R2362 tratadas nao
mostraram mortalidade significante 4%). Os efeitos da toxina Bin, ao contrario daesiel

observados em larvas S, ndo causam a mortalidddevds desprovidas do receptor Cgml1.

Tabela 4 —Mortalidade de larvas do 4° estadio@ealex quinquefasciatuge uma coldnia susceptivel
(S) e uma colbnia resistente a toxina binaria (BmBacillus sphaericugR2362) tratadas com um pé
liofilizado contendo cristais da toxina Bin, ap&@sh

Grupos tratados Grupos nao tratados

Coldnias N % Mortalidade N MET? N % Mortalidade N MET?

S 160 86,3 80 160 3,1 40

R2362 180 3,8 80 200 4,4 80

(® Amostras de larvas dos grupos tratados e de upogrdo tratado, processados para Microscopia
Eletrénica de Transmisséo (MET).
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Figura 14 — Sec0Oes transversais ultrafinas do estdmago pastigidarvas do 4° estadio de uma
colénia deCulex quinquefasciatususceptivel (S) a toxina Bin ddacillus sphaericusA. Célula
colunar de uma larva néo tratada rica em reticuttoplasmatico rugoso (setas), mitocondrias (Mt) e
glicogénio (Gg); labirinto basal (Lb); membranadg#1b). B. Regido apical da célula de uma larva
nado tratada composta por numerosas microvilosidédey e um grande numero de mitocéndrias
(Mt). C. Ruptura do reticulo endoplasmatico rug(setas) na regido apical da célula de uma larva
tratada por 1 h; as mitocdndrias (Mt) apresentam umtmmescimento inicial, porém as
microvilosidades (Mv) estéo intactas. D. Intumesoitm das mitocéndrias (Mt) presentes na regido
basal da célula; as mitocondrias presentes nataséhidides (M) ndo mostram danos; membrana
basal (Mb). E. Célula de uma larva tratada por fdstrando o aparecimento de vacuolos no
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citoplasma (V); uma pequena vesicula contendo umeriahelétron-denso pode ser observada em
fusdo com um grande vacuolo (seta larga); nest@pdede tratamento as microvilosidades estao
rompidas (Mv). F. Célula de uma larva tratada poh @mostrando uma ruptura intensa das
microvilosidades (Mv); presenca de um grande vacu@V¥) contendo debris celulares e
intumescimento das mitocondrias (Mt). Barra de lased um.

Figura 15 — Sec¢0Oes transversais ultrafinas do estdbmago pastgidarvas do 4° estadide uma
colénia doCulex quinquefasciatuesistente a toxina Bin ddacillus sphaericugR2362). A. Célula

de uma larva ndo tratada mostrando numerosas mdde8 (Mt) na regido apical; as
microvilosidades foram observadas ocasionalmentaginadas no epitélio formando criptas (C);
membrana basal (Mb); nucleo (N). B. Célula epitetla larvas tratadas por 1 h mostrando o
aparecimento de granulos elétron-densos (*) e pegueesiculas cobertas por ribossomos (setas); as
mitocondrias (Mt) e as microvilosidades (Mv) pereegram intactas. C. Célula de uma larva tratada
por 6 h apresentando um citoplasma denso; as mioed (Mt) estdo um pouco intumescidas e
apresentam uma matriz desorganizada; presencaadelgs elétron-densos (*); membrana basal
(Mb). D. Célula epitelial de uma larva tratada poh apresentando microvilosidades preservadas,
mitocondrias (Mt) intumescidas e granulos elétrensibs (*). Barra de escala fi.
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7.3 Efeitos das toxinas Cry48Aa e Cry49Aa em larvatas coldnias S, R2362 e RIAB59

A acéo das proteinas Cry48Aa e Cry49Aa, caracttiazaomo uma nova toxina binaria
presente na cepa IAB59 do Bsp, foi investigadaawak de 3 colonias: aquelas susceptiveis
a todas as toxinas (S), larvas resistentes a toBima e susceptiveis as toxinas
Cry48Aa/Cry49Aa (R2362) e larvas resistentes ao IB§59 (RIAB59), que possui as trés
toxinas mencionadas. Os grupos de larvas S e R2&8&®las mostraram uma mortalidade
superior a 90% apos 48 h de tratamento, ndo sdmkrvada uma mortalidade significativa
no grupo tratado de larvas RIAB59, bem como nopagunéo tratados (Tabela 5).

As células de larvas da colbnia S nado tratadaseptaram caracteristicas morfoldgicas
similares aquelas observadas nas secfes 5.1 erm&rando-se ricas em mitocondrias e
microvilosidades (Fig. 16, A). Uma hora ap0s oamanto uma visivel alteracdo das
mitocondrias pdde ser observada. Estas se apreseniatumescidas e mostraram uma
intensa vacuolizagdo com desorganizagcdo das cmsixondriais, sem rompimento da
integridade da membrana externa (Fig. 16, B). Noptasma também foram observadas
pequenas vesiculas, provavelmente oriundas da émtggéo do reticulo endoplasmatico,
aparecimento de granulos elétron-densos e a foordg&acuolos citoplasmaticos (Fig. 16,
C). Neste momento, as microvilosidades apresentaeaiimtegras na maioria das células
observadas (Fig. 16, D), no entanto, 6 h apds tanento, estas estruturas mostraram-se
completamente destruidas (Fig. 16, E). Seis homss a tratamento também foram
observadas mitocéndrias intumescidas, apresentamdiaicio de vacuolizacdo (Fig. 16, E),
formacdo de inimeras vesiculas pelo citoplasma (8g E e F) e aumento do nimero e
tamanho dos vacuolos citoplasmaticos (Fig. 16, F).

As células de larvas nao tratadas da colbnia Rap6&sentaram aspecto similar aquele
descrito em outros grupos controle, ndo expostosratamento (Fig. 17, A). As larvas
tratadas desta colbnia, que sdo susceptiveis amsory48Aa/Cry49Aa, apresentaram 0S
primeiros efeitos do tratamento apos 1 h de exfosi& ruptura do reticulo endoplasmatico
resultando na formacdo de pequenas vesiculas goraaitoplasma (Fig. 17, Be C) e a
vacuolizacdo mitocondrial sem ruptura da membrattarea foram os principais efeitos
observados (Fig. 17, C), de forma similar ao datkctem larvas da colonia S. As
microvilosidades ndo apresentaram alteracdes apddeltratamento (Fig. 17, D), entretanto,

apos 6 h de tratamento, uma evidente perda dessaties foi observada (Fig. 17, E e F),
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além dos efeitos de vacuolizagdo mitocondrial eunapdo reticulo (Fig. 17, E). Larvas S e
R2362 apresentaram 0 mesmo padrao de alteracdomaaevilosidades, que foram
detectados apenas 6 h apds o tratamento.

Larvas da colonia RIAB59, que sao resistentes aquoto de toxinas produzidas pela
cepa IAB59 do Bsp, apresentaram apeai@sacdes discretas como o surgimento de granulos
elétron-densos nas células 1 e 6 h apds o tratanf@ados ndo apresentados) e um aspecto
denso do citoplasma (Fig. 18, A). As microvilosida@presentaram-se integras (Fig. 18, B) e
as mitocondrias presente nas células de larvaa definia apresentaram intumescimento,

porém o efeito de vacuolizacao néo foi observadyp (18, A e B).

Tabela 5 — Mortalidade de larvas do 4° estadio @alex quinquefasciatusle duas colbénias
susceptiveis (S e R2362) e de uma coldnia restsgaacillus sphaericu$AB59 (RIAB59) tratadas
com um po liofilizado contendo uma mistura de aisstlas toxinas Cry48Aa e Cry49Aa na razédo de
1:1 (p/p), apos 48 h.

Grupos tratados Grupos nao tratados

Coldnias N % Mortalidade N MET? N % Mortalidade N MET?

S 140 94,2 180 140 15,3 60
R2362 40 100,0 20 40 20,0 10
RIAB59 80 3,8 40 80 2,5 20

(® Amostras de larvas dos grupos tratados e de grofo tratados processados para Microscopia
Eletrénica de Transmisséo (MET).
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Figura 16 — Sec¢Oes transversais ultrafinas do estdmago pastgidarvas do 4° estadide uma
colénia do Culex quinquefasciatususceptivel (S) as toxinas Cry48Aa e Cry49Aa Bhxillus
sphaericuscepa IAB59. A. Célula de uma larva ndo tratada men microvilosidades (Mv) e
mitocdndrias (Mt). B. Células de larvas tratadas fpoh apresentando vacuolizagdo da matriz
mitocondrial (Mt). C. Granulos elétron-densos (@),formacao de vacuolos citoplasméaticos (V) e
pequenas vesiculas oriundas da quebra do retigetas] foram observados nas células ap6s 1 h de
tratamento; mitocéndrias (Mt). D. As microvilosiged (Mv) ndo apresentaram alteracbes e as
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mitocondrias (Mt) na porcdo apical da célula maeatrase intumescidas apés 1 h de tratamento. E.
Células tratadas por 6 h apresentaram danos esglastmicrovilosidades (Mv); mitocéndrias (Mt)
em estagio inicial de vacuoliza¢do. F. Apés 6 hrdeamento observa-se o aumento dos vacuolos
citoplasméticos (V) e formacdo de pequenas vesiagdhertas por ribossomos (setas); mitocondria
(Mt). Barra de escala=1 um.

Figura 17 — Sec¢0Oes transversais ultrafinas do estdmago pastgidarvas do 4° estadide uma
colénia deCulex quinquefasciatugsistente a toxina Bin (R2362), tratadas cono&sas Cry48Aa e
Cry49Aa doBacillus sphaericuscepa IAB59. A. Célula de uma larva ndo tratadeesgmtando
mitocondrias (Mt) e reticulo endoplasmatico intsgiseta); a membrana basal (Mb) e a célula miéide
(M) subjacente apresentam aspecto preservado. BaBms apds 1 h de tratamento observou-se a
destruicdo da matriz mitocéndrial (Mt) e formaca@owsiculas cobertas por ribossomos (setas). C.
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ApOs este tempo de tratamento, algumas mitocondiiéty apresentaram vacuolizagdo sem

rompimento da membrana externa. D. Microvilosidafds) em células de larvas apés 1 h de

tratamento apresentaram aspecto integro; algumaxdndrias (Mt) apresentaram um inicio de

vacuolizacdo. E. Célula de uma larva apés 6 halanrento apresentando vacuolizagdo mitocondrial
(Mt), quebra do reticulo endoplasmatico (setasjptura de microvilosidades (Mv). F. Célula de uma

larva ap6s 6 h de exposicao as toxinas apresentendgrande destruicdo das microvilosidades (Mv)
e um citoplasma desorganizado. Barra de escalan. 1

Figura 18 — Sec¢0Oes transversais ultrafinas do estdbmago pastgidarvas do 4° estadide uma
colénia doCulex quinquefasciatugsistente (RIAB59) as toxinas produzidas Baaillus sphaericus
IAB59, tratadas com as toxinas Cry48Aa e Cry49Astaleepa. A. Regido basal da célula epitelial de
uma larva tratada por 6 h, mitocondrias (Mt) n@esgntaram vacuoliza¢do; membrana basal (Mb) e
célula miéide (M) subjacente bem preservada. Bul@éleste mesmo momento apés o tratamento
apresentando microvilosidades (Mv) sem alterag®@®sa de escala =1 um.

7.4 Efeitos das toxinas Bin/Cryl1Aa e Bin/CytlAa erarvas da colonia R2362

Misturas das toxinas Bin com a toxina CryllAa oma CytlAa ddB. thuringiensis
sorovar.israelensis individualmente, foram utilizadas para o tratatoete larvas da col6nia
R2362, com a finalidade de analisar as alterac@epatologicas causadas pela acdo em
sinergia destas toxinas, para larvas resistentesroante a toxina Bin. Os grupos de larvas
R2362 tratadas com a mistura Bin/CryllAa e Bin/@gtlna proporcdo de 3:1 (p/p)
mostraram uma mortalidade de cerca de 80% apdésdéSttatamento, ndo sendo observada

mortalidade significativa nos grupos néo tratad@béla 6).
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As células epiteliais de larvas do grupo néo tatgutesentaram aspecto morfolégico ja
descrito nas sec¢des anteriores, com a presenga deande niumero de mitocondrias integras
(Fig. 19, A). Ap6s 1 h de tratamento com a toxima/®ryl1Aa, as mitocondrias das células
de larvas R2362 apresentaram destruicdo das cnstasondriais, seguida da vacuolizacao
desta organela (Fig. 19, B). Este ultimo efeito demelhante ao observado em larvas S e
R2362 tratadas com as toxinas Cry48Aa/Cry49A8.dgphaericudAB59. O citoplasma das
células apresentou um aspecto bastante denso aposlel tratamento (Fig. 19, C). As
mitocondrias presentes na célula epitelial apresemt desorganizacdo das cristas
mitocondriais, ao contrario daquelas localizadas @ma célula midide, subjacente a
membrana basal, que ndo apresentaram alterac@ed 9-iC). Uma camada bem preservada
de fibras musculares também p6de ser observadéluia mioide (Fig. 19, C). Apo6s 6 h de
tratamento o citoplasma e as mitocondrias apresentaum aspecto bastante denso,
entretanto a membrana basal permaneceu intacta (g D). Grandes vacuolos
citoplasmaticos contendo debris celulares foraraaiatios 6 h apos o tratamento (Fig. 19, E),
de forma semelhante ao observado em células dasl&vtratadas com as toxinas Bin e
Cry48Aa/Cry49Aa. A ruptura de microvilosidades, erdanto, néo foi observada em células
de larvas R2362 tratadas com a mistura Bin/Cryl{RAg. 19, F), diferindo do efeito
observado em larvas S e R2362 tratadas com a toBima e com as toxinas
Cry48Aa/Cry49Aa.

Larvas R2362 nao tratadas e processadas como leotr® ensaios de toxicidade com
a mistura da toxina Bin/CytlAa mostraram o mesmadrgma morfologico observado nos
ensaios anteriores (Fig. 20, A). Um efeito peculiartratamento de larvas com essa mistura
de toxinas foi a presenca, apos 1 h de tratamdatorganelas e debris celulares no interior
do limem, oriundas da lise das células epitelkig 20, B). As células de larvas tratadas por
1 (Fig. 20, C e D) e 6 h (Fig. 20, E e F) apresamtaum citoplasma desestruturado e
mitocondrias com danos a matriz interna, emboréeiboede vacuolizacdo mitocondrial ndo
tenha sido observado (Fig. 20, C-F), como registrath cé€lulas de larvas tratadas com as
toxinas Cry48Aa/Cry49Aa e Bin/CryllAa. O tratamedé&larvas R2362 com a mistura das
toxinas Bin/CytlAa durante 1 h provocou a destigas microvilosidades (Fig. 20, C). A
observacdo deste efeito neste tempo de exposigdo,0correu em nenhum tratamento
anteriormente analisado e, apés 6 h foi detectadsm westruicdo completa das

microvilosidades (Fig. 20, E). As mitocondrias rEes na regido basal das células
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mostraram destruicdo das cristas mitocondriai€igoplasma estava bastante danificado pela
acao das toxinas, apresentando um aspecto senge#ttadeé células em necrose (Fig. 20, F).
Os principais efeitos relacionados a acao diresaaddnas nos modelos estudados estédo

sumarizados na figura 21.

Tabela 6 —Mortalidade de larvas do 4° estadio @elex quinquefasciatude uma col6nia resistente
(R2362) a toxina binéaria (Bin) dBacillus sphaericu®362 tratadas com um pé liofilizado contendo
uma mistura de cristais das toxinas Bin/Cryl1AaBouCytlAa doBacillus thuringiensissorovar.
israelensisa razéo de 3:1 (p/p), apos 48 h.

Grupos tratados Grupos nao tratados

Toxinas N % Mortalidade NMET N % Mortalidade N MEY

Bin/Cryl1Aa 80 81,3 40 80 13 20
Bin/CytlAa 120 76,3 40 80 5,0 20

(® Amostras de larvas dos grupos tratados e de grofio tratados processados para Microscopia
Eletrénica de Transmisséo (MET).
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Figura 19 — Sec¢0Oes transversais ultrafinas do estdbmago pastgidarvas do 4° estadide uma
colénia deCulex quinquefasciatugsistente a toxina Bin d®acillus sphaericugR2362) tratadas com
uma mistura das toxinas Bin/Cryl1Aa na proporcdo (B/p). A. Célula de uma larva nao tratada
exibindo mitocéndrias com aspecto normal (Mt); meamh basal (Mb). B. Célula de uma larva apés
1 h de tratamento apresentando destruicdo dasascrisitocondriais e vacuolizacdo (Mt); as
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microvilosidades (Mv) ap0s este tempo de tratamestéo intactas. C. Regido basal de uma célula
apos 1 h de tratamento mostrando um citoplasmartastienso e danos as mitocondrias (Mt) em
contraste com as mesmas organelas presentes ia wéfide (M) subjacente a membrana basal
(Mb). D. Célula de uma larva apés 6 h de tratamerdam mitocondrias (Mt) alteradas, citoplasma
denso e membrana basal (Mb) bem preservada. Eereeesle vacuolo (V) no citoplasma de uma
célula apos 6 h de tratamento e vacuolizacao decémtrias (Mt). F. Microvilosidades (Mv) integras
em células apos 6 h de tratamento. Barra de esdalam.
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Figura 20 — Secdes transversais ultrafinas do estbmago pastdzidarvas do 4° estadie uma
colénia deCulex quinquefasciatugsistente a toxina Bin d®acillus sphaericugR2362) tratadas com
uma mistura das toxinas Bin/CytlAa na proporcado (B/f). A. Larvas ndo tratadas apresentaram
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células sem alteragBes citoplasmaticas, exibindtbcdmdrias (Mt) ndo vacuolizadas, reticulo
endoplasmatico (seta) integro e a membrana bada) fdm preservada; célula midide (M). B.
Mitocéndrias (Mt) e debris celulares observadamierior do limem intestinal (L) das larvas apés 1
h de tratamento. C. Célula de larva ap6s 1 h dantento com microvilosidades (Mv) rompidas,
citoplasma denso e mitocéndrias (Mt) com destruid@® cristas. D. Mitocdndrias (Mt) presentes na
regido basal de células apds 1 h de tratamentsageram destruicdo das cristas mitocondriais. E.
Célula de uma larva apos 6 h de tratamento exibimleitoplasma desorganizado (C), mitocondrias
(Mt) com perda de matriz e microvilosidades dedtsi F. Regido basal da célula neste mesmo tempo

de tratamento apresentando citoplasma (C) tipicecélidla em necrose e mitocéndrias (Mt) com
matriz desorganizada. Barra de escala =1 pm.
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Toxinas Colonias de Culex Efeitos citopatolagicos MMortalidade larval

Fuptura do reticulo endoplasmético rugoso (REER), mbumescimeanto Sim
mitocondrial,  wvacuolizacdo  crtoplasmanca destrucan de
microvilosidades.

Fuptura do RER, formacio de granulos £létron-densos, vacuolizacio Sim
citoplasmatica,  vacuolizagio  rtocondnal,  destrogEo de
racrovilosidades.

Ruptura do RER, formagio de grinulos  elétron-densos, e

mtumescimento mitocondrial Nao
Fuptura do REFR, formacio de grinulos elétron-densos, vacuolizagio Sim
ctoplasmatica,  vacuohizacie  motocondnal, destroucan de
microvilosidades
Vacuolizag3o  citoplasmahca,  vacuolizagdo  rutocondrial e Sim
adensamento citoplasmatico mtenso. X
Adenzamento citoplasmatico intenso, intumnescimento mitocondrial,
destruicao precoce de rucrovilosidades e hze celular,

CyilAa
Intmescinento mitocondrial e adensamento citoplasmatco. Nio

Figura 21. Principais efeitos citopatolémicos causados por tomnas produzidas por bacténas entornopatdzenas nas céllas do epitélio mtestina! de larvas
de Cllex guinguefuscigtus de uma coldnia susceptivel (8), de wma colria resistente & tona Bin (R2362) e uma colnia resistente As toxinas
Cry434a/Cryd94a (RLABSY).
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8 DISCUSSAO

O primeiro aspecto investigado neste estudo foidise comparativa da ultra-estrutura
de células do epitélio intestinal de larvas @alex quinquefasciatusde uma colénia
susceptivel (S) e de uma colbnia resistente adoRin doBacillus sphaericugR2362). A
morfologia geral do intestino das larvas foi simiéa observada previamente em formas
adultas do mosquitdedes aegypt(CLEMENTS, 1992; HOUK, 1977; SHAHABUDDIN;
PIMENTA 1998), embora as células secretérias descpor estes autores ndao tenham sido
observadas entre as células colunares e regemetatileste estudo foi observado que a
morfologia das células de larvas S e R2362 anasshijo apds a muda para o 4° estadio foi
similar, entretanto, 6 h apds a muda, as larva®ldmia R2362 puderam ser distinguidas pela
maior quantidade de inclusdes lipidicas nas cékddmares. O aumento da producéo destas
inclus@es foi diretamente relacionado a evolucaa pdinal do 4° estadio e muda para a fase
de pupa, sugerindo uma alteragdo no metabolismtades R2362. Este € o primeiro relato
de alterac6es morfologicas em células intestinaisadvas, cuja resisténcia a uma proteina
inseticida esta relacionada a auséncia de um wcapie também desempenha um papel
fisiol6gico na digestdo de mosquitos.

Algumas enzimas intestinais como aminopeptidasesatises e glicosidases, podem
atuar como receptores de toxinas produzidas ptéiies entomopatégenas (ABDULLAH et
al., 2006; FERNANDEZ et al., 2006; KNIGHT et al9; LUO et al., 1997; SILVA-
FILHA; NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1999). O receptorg@ 1 pertence ao grupo das
glicosidases que atuam na via metabdlica catalisankidrélise de residuaesglicosil, para
liberar a-glicose (TERRA; FERREIRA, 1994). O fato destesepgores terem um papel
primordial na fisiologia do intestino sugere queléoalas com a mesma funcéo, ou funcbes
similares, poderiam ser produzidas para compensam@sgséncia ou reducdo no inseto. Os
resultados de um estudo sobre a resisténcitlatka interpuctella(Lepidoptera: Pyralidae) a
toxina CrylAa ddB. thuringiensissugeriram que a perda do receptor poderia ser@usaga
por outras moléculas com func¢des similares (VAN RtEal., 1990). Resultado similar foi
observado em um estudo recente, no qual a ativitadedea-glicosidases detectada em
amostras do microvilli intestinal de larvas @equinquefasciatude uma colénia susceptivel
(S) e uma coldnia resistente a toxina BinBdsphaericugR2362) foi semelhante, apesar da
auséncia da-glicosidase Cgm1 no microvilli intestinal de lasvR2362 (ROMAO et al.,
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2006). Hipoteticamente, o nivel similar de atividagglicosidase encontrada seria explicado
pelo aumento da expressao de oudrgticosidases para compensar a auséncia do Cgm1 ou,
se 0 receptor Cgml fésse um componente minoritdegse grupo de enzimas e a sua
auséncia nao pudesse ser detectada atraves daragéiosda atividade-glicosidase total.
Um estudo recente demonstrou que trés isoformas-gleosidases sao sintetizadas pelo
culicideoAnopheles aquasalis sugere, corroborando os resultados de Romdo (2086),
gue ndo somente uma, mas um grupar-ggicosidases € expresso em larvas de culicideos
(SOUZA-NETO et al., 2007). Por outro lado, se #afalaa-glicosidase Cgm1 néo é critica e
nao esta relacionada a mudangas no metabolismarc&yprovavel que a resisténcia, embora
monogénica, possa envolver a ativagdo de genesds@ms que poderiam ser responsaveis
pelas alteracbes observadas nas larvas R2362.

A reserva nutricional durante o estagio larvalseasial para a sobrevivéncia do adulto.
A colbnia R2362, apesar de sere mantida ha maighde anos sob condi¢gfes de laboratorio,
apresentam um custo adaptativo em relagéo a dustas. O tempo de desenvolvimento de
OVO a 0vVO € maior e, a maioria das fémeas destmiealequer dois repastos sanguineos para
realizar a primeira oviposi¢cdo, enquanto que 60% fémeas susceptiveis necessitam de
apenas um repasto (OLIVEIRA et al., 2003). Estgseass de desempenho biolégico
associados aos dados do presente trabalho sugeeemsgtos resistentes da colonia R2362
podem ter caracteristicas relacionadas ao armasmtanmmutricional e metabolismo de
lipideos diferente dos insetos da col6nia suscelptiv

Em outra etapa deste trabalho foram avaliadosetgfde toxinas produzidas p&o
sphaericuse peloB. thuringiensissorovar.israelensissobre a ultra-estrutura do epitélio
intestinal de larvas de uma col6nia susceptivel uasdcolbnias resistentes de.
quinquefasciatusA primeira analise foi uma comparacao dos efadsoxina binaria (Bin),
em larvas de uma col6nia susceptivel (S) e de widmia resistente a esta toxina (R2362),
cujas larvas séo desprovidas do receptor Cqm1l gustéo alvo da toxina Bin. As células do
estdbmago posterior de larvas S tratadas com aadim mostraram importantes alteragdes
citopatolégicas como fragmentacéo do reticulo eladopatico, intumescimento mitocondrial,
formacao de vacuolos citoplasmaticos e destruigamidrovilosidades. O nucleo das células
analisadas n&o apresentou alteracbes relevante® @mmdensacdo da cromatina ou
nucledlise, efeitos caracteristicos de células w@@piops. O tratamento com a toxin Bin
aumentou a densidade do citoplasma, dando um asgeiuloso ao mesmo, e causou a

formacdo de vacuolos citoplasmaticos, sugerindaiside morte celular por necrose. Os
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efeitos da toxina Bin sobre as células do epit@liestinal de larvas d€. quinquefasciatus
observados neste trabalho foram restritos as cékyételiais e estdo de acordo com as
alteracbes previamente descritas na literatura (RHEZS, 1987; SINGH; GILL, 1988).
Lesdes as ceélulas do sistema nervoso central eulbdsesqueléticos também ja foram
descritas em larvas d& quinquefasciatygporém essas alteracdes s6 foram observadas apoés
32 h de exposicao a toxina Bin (SINGH; GILL, 1988).

Estudos sobre o modo de acédo RBlosphaericusem larvas deC. quinquefasciatus
mostram que a acdao larvicida depende da ligac@oxiza Bin ao receptor Cqml presente no
microvilli intestinal (NIELSEN-LEROUX et al., 1995,2002; NIELSEN-LEROUX;
CHARLES, 1992; SILVA-FILHA et al., 2004). Esse tedbo mostra que células intestinais
de larvas R2362, que ndo expressam o receptor Gayinkem alteracdes quando tratadas com
a toxina Bin, entretanto, os efeitos observadodagmas R2362 néo estdo associados a acao
inseticida e morte das larvas. A presenca de granellétron-densos e o intumescimento
mitocondrial nas células de larvas R2362 apds 6 tralamento podem ser conseqiiéncia da
exposicao as altas concentracfes da toxina Binausasl bioensaios. Alteracdes similares,
como intumescimento mitocondrial e ruptura do wdticendoplasmatico, também foram
observados em larvas dee aegyptji uma espécie naturalmente refrataria, desproveda d
receptor para a toxina Bin, quando tratadas emicoes similares (CHARLES, 1987). Isto
poderia ser explicado pela agcdo do componente Bud € capaz de provocar toxicidade
quando administrado em altas doses, independenligat#io de BinB ao receptor celular
(NICOLAS et al., 1993). No caso deste estudo, izsaaioes celulares observadas no intestino
de larvas resistentes ndo sao relevantes parasobtevivéncia e os dados mostraram que a
a-glicosidase Cqm1l é essencial para mediar a at@lodie toxina Bin nas células. Os danos
observados exclusivamente em células de larvas o8io ca formacdo de vacuolos
citoplasmaticos e a perda de microvilosidades smgegue estes efeitos, especificos e
dependentes da ligacdo da toxina ao receptor CastBo diretamente associados a
mortalidade das larvas. O efeito de vacuolizac&apleismatica ndo ocorre em linhagens
celulares que expressam o receptor como proteimaedebrana, porém sem a ancora GPI,
sugerindo que a completa expressdo dessa molécesdaedicial para mediar os efeitos da
toxina Bin nas células (OPOTA; CHARLES, PAURON, 20

Os efeitos das toxinas Cry48Aa/Cry49Aa produzidda pepa IAB59 d®. sphaericus
caracterizadas como uma toxina binaria devido aagda em sinergia para a producao de

toxicidade, também foram avaliados em células imas de larvas de col6nias susceptiveis a
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estas toxinas (S e R2362) e sobre larvas de undmiaotesistente (RIAB59). Este € o
primeiro estudo dos efeitos citopatoldgicos de 8Aa¥Cry49Aa. Até entdo, apenas dados de
toxicidadein vitro para larvas foram registrados, ndo sendo conh@&dbum outro aspecto
relativo a acdo destas toxinas sobre as célulasedéntero (PEI et al., 2002; AMORIM et al.,
2007; JONES et al, 2007). Em larvas susceptiveigali@dnia S os primeiros efeitos das
toxinas Cry48Aa/Cry49Aa, como ruptura do reticubdl@plasmatico, formacdo de vacuolos
citoplasmaticos e vacuolizacdo mitocondrial forabsesvados 1 hora apds o tratamento,
sendo a destruicdo de microvilosidades um efeitectierdo somente apos 6 h de exposicéo. A
vacuolizagdo mitocondrial, caracterizada pelo irgsoimento das mitocondrias, destruicdo
da matriz interna e deformacéo das mitocondriasreempimento da membrana externa, foi
uma alteracdo distinta dos efeitos da toxina Bin lamas S, sendo considerado uma
caracteristica marcante. As mitocondrias sdo otgangusceptiveis a uma variedade de
toxinas que interferem com suas fung¢des bioquimi@BES; CASCARNO, 1979).
Disfunc¢des mitocondriais podem aumentar a proddedoxigénio reativo, causando danos a
importantes componentes celulares tais como aciodéicos, lipideos e proteinas
(ANDREASSSEN et al., 2000). Além disso, danos nutamlriais resultam em déficit
energético, levando a reducdo da atividade de b®mdbécas dependentes de ATP, que por
sua vez é responséavel pelo desbalanco i6nico naes@casionando o influxo de agua e
solutos responsaveis pelo edema celular (BEAL, 1992

Entre o conjunto de alteracbes decorrentes do nmeated com as toxinas
Cry48Aa/Cry49Aa, algumas foram caracteristicasrdt@amento com a toxina Bin, tais como
formacdo de vacuolos citoplasmaticos, ruptura dicul® endoplasmatico e destruicdo de
microvilosidades. A associacdo de efeitos tal c@ama@cuolizacdo mitocondrial, as demais
alteracOes tipicas da toxina Bin pode ser expligagla natureza dos fatores que compdem
essa nova toxina de acao binaria. A acéo simil&@rgd8Aa/Cry49Aa sobre larvas R2362 e S
comprova a atuacao dessas toxinas em células segsao receptor Cqml da toxina Bin e
indica claramente que sua acdo € mediada por ogesptistintos. Um aspecto que
permanece a ser esclarecido é qual destes comperE#sui 0 sitio de ligacao ao receptor, e
ainda, se teria uma atividade formadora de porog482a, por sua estrutura tipica de 3
dominios possui, hipoteticamente, o dominio Il aegido para reconhecimento do receptor,
além do dominio |, envolvido na formacdo de pofdig/49Aa, por ter similaridade com o
componente BinB da toxina Bin (JONES et al, 20@@yeria ter a capacidade de ligar-se aos

receptores. Apesar dos dados ainda escassos sdbrereas Cry48Aa/Cry49Aa é importante
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ressaltar que estas sdo comprovadamente toxinest@etque ndo apresentam resisténcia
cruzada a toxina Bin, presente nos biolarvicidémse do Bsp comercializados atualmente.
Estes aspectos destacam o grande potencial deacdi dessas toxinas como ingredientes
ativos em biolarvicidas que conjuguem mais de utorfédxico, a exemplo do produto
VectoMax® (Sumitomo Chemical) que estd em fase dsemvolvimento e tem como
principio ativo cristais protéicos produzidos pdo sphaericuse pelo B. thuringiensis
sorovarisraelensis

As larvas da colonia resistente BissphaericudAB59 (RIA59) quando tratadas com as
toxinas Cry48Aa/Cry49a apresentaram alteracOesetizcque ndo resultaram na morte das
larvas. Foram observados efeitos secundarios atieeaa inespecifica sobre as células, tal
como detectado no tratamento de larvas da col68@6R com a prépria toxina Bin. A
avaliacao de Cry48Aa/Cry49Aa no epitélio de laR#ésB59 demonstrou a especificidade de
acao dessas toxinas e esta colénia podera seonmitd modelo para a caracterizacdo do modo
de acao desta nova toxina binaria.

A existéncia de multiplas toxinas no cristal pradoz pelo entomopatégend.
thuringiensissorovar.israelensisé responsavel pela auséncia de selecdo de regast#n
populacdes tratadas com biolarvicidas a base desttéria (DE MAAGD et al.,, 2003;
GEORGHIOU; WIRTH, 1997; IBARRA; FEDERICI, 1986). flta de um complexo de
proteinas com diferentes sitios de ligacdo é cermildb um fator que facilita a selecdo da
resisténcia de populacdes @Geillex ao B. sphaericus uma vez que este entomopatdogeno
produz unicamente a toxina Bin como fator larvicidae age sobre um unico sitio alvo
(DARBOUX et al., 2002; SILVA-FILHA; NIELSEN-LEROUX;CHARLES, 1999). Na
tentativa de superar as limitacbes do reduzidoctispde acao d&. sphaericusbem como
de tornar mais complexo o arsenal toxico destacespgEgumas tentativas ja foram realizadas
no intuito de obter bactérias recombinantes capdeesxpressar combinacdes de proteinas
inseticidas produzidas peB. sphaericuse peloB. thuringiensissorovar.israelensis De
acordo com alguns trabalhos, combinagdes da ta&imalo B. sphaericuscom toxinas Cry
ou Cyt doB. thuringiensissorovar.israelensisapresentam efeito sinérgico (GAMMON et al.,
2006; PARK et al., 2005; PONCET et al., 1997; SERMAet al., 1999; SUN et al., 2001
WIRTH; WALTON; FEDERICI, 2000; WIRTH et al., 20042005, 2007). Cepas
recombinantes, transformadas para expressar past@iseticidas diferentes, ou misturas da
toxina Bin doB. sphaericu® toxinas dd. thuringiensissorovar.israelensis obtidas a partir

de culturas de cepas nativas, apresentaram atévidadcida tanto parde aegyptj espécie
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refrataria adB. sphaericuscomo para larvas deé. quinquefasciatusesistentes a toxina Bin
(WIRTH et al., 2004, 2005).

Neste estudo, larvas de uma colonia resistentaidatd@in doB. sphaericugR2362)
foram tratadas com combinacdes das toxinas BinAZtgle das toxinas Bin/CytlAa para
avaliar as alteragbes citopatologicas em célula®rganismos resistentes, decorrentes da
interacdo sinérgica entre essas toxinas, que #i® @do foram caracterizadas. O principal
efeito observado no tratamento com a combinacatCBifi1Aa foi a vacuolizacdo da matriz
mitocondrial, semelhante ao registrado no tratamelet larvas S e R2362 com as toxinas
Cry48Aa/Cry49Aa. A toxina Cryl1Aa, assim como a4834a, € uma proteina de 3 dominios
e, provavelmente, a vacuolizacdo mitocondrial olzstx deve estar relacionada a acdo destas
toxinas, uma vez que esse efeito ndo foi registeemmenhum tratamento com a toxina Bin.
Estudos anteriores sobre as alteracdes histopatodgausadas peldssndotoxinas do Bt no
epitélio intestinal de larvas de mosquitos e lepel@s, relatam a ocorréncia de
intumescimento mitocondrial e destruicdo de mainterna (CAVADOS et al., 2004,
CHARLES; DE BARJAC, 1981; DE BARJAC, 1978; LAHKIMSROR et al., 1983;
LUTHY; WOLFERSBERGER, 2000; REY et al., 1998). Natanto, em alguns destes
trabalhos o aspecto das mitocéndrias é bastantellsame ao observado nesse estudo,
demonstrando que a vacuolizacdo mitocondrial ocemecélulas tratadas com toxinas da
familia Cry, sendo muitas vezes descrita como ieggimento mitocondrial. Outras
importantes alteracdes detectadas, como a fornmgdacuolos citoplasmaticos e 0 aspecto
denso do citoplasma, resultam possivelmente da dadtoxina Bin e mostram que esta
toxina, na auséncia do receptor Cqm1, tem acaoélalas através da sinergia com CryllAa.

O tratamento com a combinacao Bin/Cyt1Aa foi o drgoe provocou a perda precoce
de microvilosidades, observada ap6s 1 h de exposi@tas toxinas. Outro aspecto singular
relacionado a este tratamento foi a presenca denelas intracelulares no limem intestinal
sugerindo a lise celular. Os efeitos observadostratamento com a combinagdo de
Bin/Cytl1Aa foram mais marcantes do que os demaislados, provavelmente decorrentes da
conhecida acao citolitica da toxina CytlAa. Emkosanas de ambas as familias Cyt e Cry
possam causar a formacao de poros em bicamaddisdpi{KNOWLES et al., 1989; VON
TERSCH et al., 1994), apenas a toxina Cyt é capazadsar a citolis@ vitro de células de
insetos e de mamiferos, além de hemolisar umadaatéede eritrocitos (THOMAS; ELLAR,
1983).
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Vérios trabalhos propdem a hipotese que os danasadas pela CytlAa séo
decorrentes de um mecanismo de lise coldide-osandticqual esta toxina formaria poros ou
canais seletivos de cations e o re-equilibrio dascentracdes desses ions através da
membrana celular levaria a um desequilibrio osmoacarretando o intumescimento e
eventual ruptura da célula (THOMAS; ELLAR, 1983; WIANIJK et al., 1985; HAIDER,;
ELLAR, 1989; KNOWLES et al., 1989; KNOWLES et al992; KNOWLES; ELLAR,
1987). Outra hipdtese sugere que a toxina teria agd detergente sobre a membrana
plasmatica, na qual a interacdo entre a toxina lg@meos formaria agregados responsaveis
por causar danos inespecificos na estrutura dédetip, permitindo o extravasamento de
estruturas intracelulares (BUTKO et al.,, 1996, J9%m ambas as hipdteses os danos
ocorrem devido a capacidade que esta toxina apeeskn interagir diretamente com a
membrana plasmatica, envolvendo uma mudanca coatiomal da toxina e sua ligacéo aos
lipideos (BUTKO, 2003).

A toxina CytlA é capaz de restaurar a susceptdnkdde larvas de culicideos que
foram selecionados em laboratério para resistéactaxinas individuais como CryllAa,
Cry4Aa e Bin (WIRTH; GEORGHIOU; FEDERICI, 1997; WIRI; WALTON; FEDERICI,
2000; WIRTH et al., 2005; CHANG et al., 1993; WQHNSON; FEDERICI, 1994). A base
molecular da sinergia entre CytlAa e CryllAa foergemente elucidada. Os estudos sobre
a interagdo destas toxinas demonstraram que Cyfilsacomo um receptor para CryllAa,
além de facilitar o processo de oligomerizacioadpsiteina (PEREZ et al., 2005, 2007). Os
epitopos de ligacdo de CytlAa (alcadkbe parte da 37) e CryllAa (dominio Il adga 34 e
alca 2) foram identificados e, dois desses sitnsCeyl1Aa, sdo os mesmos envolvidos na
interacdo desta toxina com a fosfatase alcalirgbdeDa que serve como receptor no epitélio
intestinal. Este resultado indica que CytlAa padeibnar como um receptor para CryllAa
e promover sua insercdo na membrana de uma maimitar a que ocorre na interacéo de
Cryl1Aa com seu receptor expresso no epitélioatass (PEREZ et al., 2005).

Possivelmente, a base da sinergia entre as toBimas CytlAa, capaz de superar a
resisténcia devido a auséncia do receptor Cqmirapatravés de um mecanismo semelhante,
ou seja, CytlAa poderia interagir com a membrag&jredo como um receptor para a toxina
Bin, e permitir a sua acdo em células de organisegistentes. A combinagédo de Cyt1A com
a toxina Bin foi capaz de suprimir completamentesasténcia apresentada por uma colonia
deC. quinquefasciatysuja RR era em torno de 30.000 vezes, demonstrarcdpacidade de
interacdo entre estas toxinas (WIRTH; WALTON; FEDER2000).
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A acdo e sinergia das toxinas do Bsp e Bti avadiateste estudo demonstram o
potencial destas proteinas inseticidas no contteleulicideos, sobretudo na sua aplicacéo
para 0 manejo da resisténcia. O tratamento dedacean a toxina Bin revelou efeitos
citopatolégicos tipicos desta toxina e demonstrouportancia do receptor Cgqml em mediar
sua acdo larvicida. Outros modelos de tratamentblizamdo toxinas como a
Cry48Aa/Cry49Aa da cepa IAB59 d®. sphaericusou misturas de toxinas como
Bin/Cryl1Aa e Bin/CytlAa produziram efeitos compmexnas células alvo, que podem ser
obtidos em individuos cujas células epiteliais d@sprovidas de um receptor funcional para a
toxina Bin. Estudos relacionados a caracterizagi@g#io de toxinas ja identificadas e de
novos fatores toxicos sdo de suma importancia paifglizar o desenvolvimento de uma
nova geracao de inseticidas que contenha um argemad diversificado, com alvos distintos

nas células e com risco minimo de selecéo de ohadgi resistentes.
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9 CONCLUSOES

A resisténcia de larvas a toxina Bin devido a atisédaa-glicosidase Cqgml esta
associada a mudancas fisiologicas marcadas pelerdande inclusfes lipidicas nas

células do epitélio intestinal.

Os efeitos citopatologicos causados pela toxinasBma vacuolizacao citoplasmatica e
a destruicdo de microvilosidades. Estes efeitosrecounicamente em células dotadas
do receptor Cgm1l e estdo associados especificamante acdo letal da toxina.

As toxinas Cry48Aa/Cry49Aa provocaram efeitos carpk nas células de larvas
susceptiveis, resultantes da acdo combinada deaxima com estrutura em 3 dominios

e de uma toxina do tipo binéria.

Os efeitos das toxinas Cry48Aa/Cry49Aa em célutakadrzas R2362 comprovam que a
sua acdo € mediada por receptores distintos dptoec€Egml e demonstram a sua
importancia no manejo da resisténcia aos biolatagia base de Bsp atualmente

disponiveis.

As toxinas CryllAa e CytlAa medeiam os efeitospaitoldgicos caracteristicos da
toxina Bin em células desprovidas do receptor Cai€lm de causar sua acao especifica

sobre as células.

A acdo complexa da nova toxina Cry48Aa/Cry49Aa, lmmo das associacdes de
toxinas do Bti com o Bsp, mostraram a sua impoidapara serem usados como

principios ativos, na composi¢cédo de novos bioléas.
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Apéndice A. Resultados complementares

Apéndice Al. Detecgéo de inclusdes lipidicas nasutés epiteliais do intestino deCulex
guinquefasciatus

Figura S — Secdes transversais ultrafinas do estbmago pmstiilarvas de uma colbnia Geilex
guinquefasciatususceptivel (S) a toxina Bin dacillus sphaericusfixadas 6 h ap6és a muda para o
4° estadio. A-B. Células positivas para a preselecamclusoes lipidicas (*), entre 20 analisada§.. C-
Aspecto tipico da maioria das células analisadas @oséncia de inclusdes lipidicas (*) na regido

basal. Barra de escala .
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Figura R2362 —Secbes transversais ultrafinas do estdbmago parstdgi larvas de uma col6nia de
Culex quinquefasciatueesistente (R2362) a toxina Bin @acillus sphaericusfixadas 6 h apos a
muda para o 4° estadio. A-F. Aspecto caracterisiictbdas as células analisadas, exibindo a pr@senc

de um grande numero de inclusdes lipidicas (*)eg#o basal. Barra de escala gm.
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Apéndice A2. Producao de anticorpos contra o compente BinB

A.2.1 Objetivo

O anticorpo contra o componente BinB da toxina Bméo Bsp foi produzido em
camundongos para a realizacdo de experimentosldea@acdo com o receptor Cqml, cujo
anticorpo ja foi produzido previamente em coelhogsé disponivel no laboratério de
Entomologia (ROMAO et al., 2006).

A2.2 Material e Métodos

A.2.2.1 Imunizagéo

A toxina Bin doB. sphaericuscepa 1593 foi produzida sob a forma recombinaate n
Bti cepa 4Q2-81 que foi transformado com o plasmig€SP10 contendo 0s genes para as
subunidades BIinA e BinB. A biomassa obtida dasucadt esporuladas foi produzida e
processadan vitro, segundo NIELSEN-LEROUX e CHARLES (1992). A dosagee
proteinas das amostras de toxina ativa foi feigusdo o método de Bradford (1976).
Amostras com cerca de 800g de proteina foram separados em gel preparativo de
eletroforese (SDS-PAGE), a 10% e visualizadas coonante Azul de Comassie. A banda de
51 kDa referente ao polipeptideo BinB foi excisddagel e emulsionada em 400 de PBS.
Em cada imunizacdo uma amostra contendo [(§0de proteina foi inoculada em
camundongos da linhagem Swiss Webster, machos,idade de 45 dias através de trés
in6culos aplicados subcutaneamente no dorso doahnaram realizados quatro pulsos de
imunizacdo com intervalo de 15 dias entre eles. Ben@ana apos o ultimo pulso foi realizada
a sangria dos animais por puncao cardiaca, cotetoi e avaliacdo de sua capacidade de
reconhecimento do componente BinB por Western-Rlosoro coletado foi armazenado em
aliquotas a -70 °C, contendo azida sédica a 0,02%.
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A.2.2 Avaliagao do soro contra o componente BinB

Para a avaliagdo do soro policlonal anti-BinBug0da proteina Bin 2362 foi separada
em gel preparativo de eletroforese (SDS-PAGE), %,1€ transferida para uma membrana
Hybond ECL. A membrana contendo a proteina imaduide foi fracionada em tiras. Cada
amostra da membrana foi bloqueada com solucadtdedisnatado a 5%, em tampao TBS-T
(Tris-HCI 1,5M, pH 7,6, NaCl 5 mM, Tween 20 0,1%)n seguida a mesma foi lavada em
TBS-T e incubada com o primeiro anticorpo diluidms tampdo TBS-T (1:1.000, 1:5.000,
1:15.000, 1:50.000), durante toda a noite, a 4A%Camostras foram posteriormente lavadas
em tampdo TBS-T e incubadas com o segundo anticmpt-lgG de camundongo)
conjugado a peroxidase, na diluicdo de 1:10.00(ande 1 hora, a TA. A especificidade e o
titulo do anticorpo foram avaliados apdés a revelag@ membrana pelo sistema de

luninescéncia ECL®, (Amershan Biotech).

A2.3 Resultado

O anticorpo produzido em camundongos foi capazdenhecer com especificidade a
banda de 51 kDa correspondente ao componente BmBoxina Bin. (Fig. A). O
reconhecimento foi observado em todas as concéesagsadas e o sinal obtido na diluicdo
de 1:50.000 (Fig. A, pista 5) mostrou a especifidel do anticorpo. O nivel de rea¢do nao
especifica detectado foi muito baixo.
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PM

Figura A - Avaliacdo da especificidade e titulacdo do angiooranti-BinB produzido em
camundongos. Amostras da toxina Bin foram separadasSDS-PAGE a 10%, transferidas para
membrana Hybond ECL® e submetidas a deteccdo com mwiclonal anti-BinB produzido em
camundongos. Pista 1- controle (anticorpo anti-BufiBiido 1:10.000, produzido em coelho no
Instituto Pasteur); Pista 2- 1:1.000; Pista 3-008; Pista 4- 1:10.000; Pista 5- 1:50.000. PMsope
molecular em kDa.
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Apéndice A3. Producéo de anticorpos contra o compente Cry49Aa

A.3.1 Objetivo

O anticorpo anti-Cry49Aa foi produzido em coelhagaua utilizacdo em futuros
experimentos de imunolocalizacéo desta proteimanpmoscopia eletronica de transmisséo e

microscopia optica confocal a laser.

A.3.2 Material e métodos

A.3.2.1Ilmunizacgéo

Para a imunizacao foi utilizada a proteina Cry488la a forma recombinante produzida
no Bti cepa 4Q7 transformada com o plasmideo pHTPEdS8tendo o gene que codifica a
toxina Cry49Aa. Cerca de 100 mg da biomassa dairauksporulada, obtida segundo
protocolo descrito na secéo 4.2, foram dissolvedasum volume de agua destilada suficiente
para 450uL e adicionado 5QL de PMSF (phenylmethanesulphonylfluoride) a 100 .M
amostra foi posteriormente solubilizada em %00de NaOH a 100 mM, por 1 h, sob
agitacdo. Apds esta etapa a amostra foi centriigyac13.000 rpm, por 30 min, a 4°C e o
sobrenadante com a toxina solubilizada foi subroefiddosagem de proteina (Bradford,
1976). Cerca de 200g de proteina foram separadas em gel preparatietetteforese (SDS-
PAGE), a 10%, e visualizadas com Azul de Comagsibanda de 49 kDa foi excisada e
usada para preparar uma emulsdo em |H0Gde PBS e 50QuL de adjuvante de Freud
incompleto. A imunizacgéao foi feita em coelho dénhigem Nova Zelandia, com idade entre 3
e 4 meses. Foram realizados 4 pulsos de imunizag@vgés da injecdo subcutanea de 1 mL
da emulsao distribuido em 4 pontos no dorso doanitom intervalo de 15 dias entre cada
pulso. Uma semana pos a ultima imunizacdo, umaahale 4 mL de sangue foi coletada do
animal para teste da resposta imune do soro poteWideslot. Posteriormente foi realizada a

sangria do animal para a coleta do soro total.



Caracterizagao ultra-estrutural dos efeitos cipatcos... Melo, J.V. 110

A.3.2.2Purificacédo do anticorpo anti-Cry49Aa

O anticorpo policlonal anti-Cry49Aa foi purificagmr imunoadsorgéo para melhorar
a qualidade das imunodeteccdes e diminuir as reagéspecificas observadas com o uso do
soro total. Uma amostra de 2§ da proteina Cry49Aa foi submetida a SDS-PAGE e em
seguida transferida para uma membrana de nitreasgluApds a transferéncia, a membrana
foi corada com vermelho Ponceau e a banda corrdspten a Cry49Aa foi excisada e
incubada com 1 ml do soro total durante toda a&enait °C, sob agitacdo. Em seguida o soro
depletado de anticorpos foi removido por centrifi@gae a membrana foi lavada com glicina-
HCI 0.1 M, pH 2.5, para a eluicdo do anticorpo fizatdo. O pH da amostra foi neutralizado
com 20 ml de Tris-HCI 1 M, pH 8.0 e o anticorpoidbtfoi armazenado em aliquotas a -70
°C.

A.3.2.3 Avaliacdo do soro contra a proteina Cry49iiaunoadsorvido

A concentracao e especificidade do soro anti-Crgdpérificado foi avaliada através
de ensaios de Western-blot. Para tal foi realizeda curva de diluicdo da proteina Cry49Aa
(0,5, 1,0 e 5,qug) e as amostras resultantes foram separadas eBDGgPAGE a 10% e
transferidas para uma membrana Hybond ECL. A memabreontendo as proteinas
imobilizadas foi bloqueada com solucéo de leitendizglo a 5%, Tween 20 a 0,05% em PBS.
Em seguida foi lavada com o tampao TBS-T e inculeadaluas diferentes concentracdes do
primeiro anticorpo (1:100 e 1:500) em solucao dte k@esnatado em TBS-T, durante 1 hora.
Apés incubacdo com o primeiro anticorpo a membfankvada em TBS-T e incubada com
0 segundo anticorpo (anti-lgG de coelho) conjugad@eroxidase, na concentracdo de
1:10.000, durante 1 hora, a TA. A especificidaaetigulo do anticorpo foram avaliados apés

a revelacdo da membrana pelo sistema de lumineaade@t® (Amershan Biotech).

A.3.3 Resultado

O soro policlonal anti-Cry49Aa produzido em coethanunoadsorvido foi capaz de
detectar as trés concentracfes do antigeno tesfadasl,0 e 5,Qug), apresentando um
padréo forte e especifico de reconhecimento dasnasgeem ambas as diluicdes, 1:100 e
1:500, do anticorpo (Fig. B).
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Figura B — Avaliacdo da especificidade e titulacdo do angiooanti-Cry49Aa imunoadsorvido.
Amostras de 0,5 (1), 1,0 (2) e 5,0 () da proteina Cry49Aa foram separadas em SDS-PAGE/®
transferidas para membrana Hybond ECL® e submeéidasinodetec¢do com soro policlonal anti-
Cry49Aa produzido em coelho, nas diluigbes de 18.@(500. PM: peso molecular em kDa.
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Abstract

The larvicidal action of the entomopathogen Bacillus sphaericus towards Culex guinguefasciaties is due to the binary (Bin) toxin present in
crystals, which are produced during bacterial sporulation. The Bin toxin needs to recognize and bind specifically to a single class of receptors,
named Cgm 1. which are 60-kDa a-glucosidases attached to the apical membrane of midgut cells by a glycosylphosphatidy linositol anchor. C.
gquinguefasciatus resistance o B, sphaericus has been often associated with the absence of the a-glucosidase Cgml in larvae midgut microvilli. In
this work, we aimed to investigate, at the ultrastructural level, the midgut cells from C. quinguefusciatus larvae whose resistance relies on the lack
of the Cqm1 receptor. The morphological analy sis showed that midgut columnar cells from the resistant larvae are characterized by a pronounced
production of lipid inclusions. throughout the 4th instar. At the end of this stage, resistant larvae had an increased size and number of these
inclusions in the midgut cells, while only a small number were observed in the cells from susceptible larvae. The morphological differences in the
midgut cells of resistant larvae found in this work suggested that the lack of the Cqml receptor, which also has a physiological role as being an o-
glucosidase. can be related to changes in the cell metabolism. The ultrastructural effects of Bin toxin on midgut epithelial cells from susceptible and
resistant larvae were also investigated. The cytopathological alterations observed in susceptible larvae treated with a lethal concentration of toxin
included breakdown of the endoplasmic reticulum, mitochendrial swelling, microvillar disruption and vacuolization. Some effects were observed
in cells from resistant larvae, although those alterations did not lead to larval death. indicating that the receptor Cqml is essential to mediate the
larvicidal action of the toxin.

This is the first ultrastructural study to show differences in the cell morphology of resistant larvae and further investigation is needed to
understand the impact of the lack of expression of midgut enzymes on the physiology of resistant insects.

(C) 2008 Published by Elsevier Led.

Keywords: Bmary toxin; Cqgml: a-Glucosidase: Receptor; Lipid inclusions

1. Introduction

Bacillus sphaericus Neide is an entomopathogenic bacter-
ium that has been used to control Culex
quinguefasciatus Say (Diptera: Culicidae) that can play an
important role as a vector of human diseaseés agents. The
larvicidal activity of B. sphaericus, which is restricted to some
Culicidae species, is due to the crystal inclusion synthesized
during the sporulation. The crystal is the major insecticidal
factor found in highly toxic strains since it contains the binary

effectively

* Corresponding author at: Centro de Pesquisas Aggen Magalhfes-FI(
CRUZ, Department of Entomology, Av. Prof. Moraes Régo s/n, Campus da
UFPE, Cidade Universitaria, Recife, PE 50670-420, Brazil,

Tel.: +55 81 21012553; fax; +55 81 21012516,
E-mail address: mhneves@cpgam. fiocruz.br (M. HN L. Silva-Filha),

09684328/ ~ see front marter (£ 2008 Published by Elsevier Lid
doi: 10,101 67, micron. 2008.02.002

protoxin (Bin) composed of two polypeptides, BinA (42-kDa)
and BinB (51-kDa) (Baumann et al., 1985). Upon ingestion by
C. quinguefasciatus larvae, the crystal is solubilized in the
prevailing alkaline conditions of the midgut. The Bin toxin is
released into the lumen and. after proteolytical activation, it
binds specifically to a single class of receptors (Nielsen-
LeRoux and Charles, 1992). The receptor. named Cgml, is a
60-kDa a-glucosidase attached to the apical membrane of
epithelial cells by a glycosylphosphatidylinositol  anchor
(Silva-Filha et al., 1999; Darboux et al., 2001; Romao et al.,
2006).

The optimal level of toxicity of B. sphaericus against Culex
larvae is achieved in the presence of equimolar amounts of both
Bin components (Oei et al., 1992: Nicolas et al., 1993; Charles
etal., 1997). These act synergistically, BinB being responsible
for the recognition and binding to the Cgm 1 receptors localized

Please cite this article in press as: de Melo. 1.V, etal., Ultrastructural analysis of midgut cells from Culex quinguefasciatus (Diptera: Culicidae)
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on the epithelium of gastric caeca and posterior stomach
(Davidson, 1988, 1989), whereas BinA is related w the cell
toxicity (Nicolas et al, 1993; Charles et al., 1997). Bin
components seem (o interact in solution before binding to the
receptor and are able to insert into the cell membrane, in order
to form pores or channels (Schwartz et al., 2001; Pauchet et al.,
2005: Boonserm et al., 2006). Several studies suggested that
after binding to the membrane receptors, the xin components
could be internalized by the epithelial midgut cells, although
the mechanism that leads to the larval death has not vet been
completely elucidated (Davidson, 1988, 1989: Narasu and
Gopinathan, 1988; Oei et al,, 1992; Silva-Filha and Peixoto,
2003). The cytopathological effects provoked by the Bin toxin
include lesions in the midgut, central nervous system and
skeletal muscles (Charles, 1987: Singh and Gil, 1988). The
alterations observed in intoxicated midgut epithelial cells were
the presence of large cytoplasmic vacuoles, an increased
number and size of lysosomes, disruption of the endoplasmic
reticulum and microvillar destruction (Charles, 1987; Davidson
and Titus, 1987: Singh and Gil, 1988; Silva-Filha and Peixoto,
2003).

C. guinguefasciatus resistance to B, sphaericus Bin loxin has
been reported and the most important mechanism that underlies
resistance is related to the absence of Cgml receptor on the
midgut microvilli, which is determined by a single recessively
inherited gene (Nielsen-LeRoux et al, 1995, 2002; Oliveira
etal., 2004; Silva-Filha etal., 2004). The molecularbasis of this
resistance mechanism relies on mutations in the cgmi receptor
gene that Tead to the formation of a truncated protein lacking a
segment of the C-terminus containing the GPI anchor,
consequently the protein is absent from the cell membrane
(Darboux et al., 2002: Romio et al., 2006). It has been also
shown that the insertion of a transposable element into the
receplor gene leads to the expression of an altered membrane-
bound protein, which is unable to bind to the Bin toxin
(Darboux et al., 2007).

The presence of a functional receptor in the midgut
microvilli is considered to be essential for the action of the
Bin toxin. In addition this molecule has arelevant physiological
role in larvae digestion (Nielsen-LeRoux and Charles, 1992;
Nielsen-LeRoux et al., 2002: Silva-Filha et al., 2004). The aim
of this work was to investigate the morphology of midgut cells
from C. guinguefasciatus larvae, whose high resistance towards
B. sphaericus relies on the lack of the midgut membrane-bound
receptor Cgml. In attempting to answer this guestion an
ultrastructural analysis was performed using larvae from a
suseeptible and a B, sphaericus-resistant colony.

2. Materials and methods
2.1, Culex quinguefasciatus colonies

Fourth instar larvae from a susceptible colony (CgSF) and a
colony highly resistant to B. sphaericus strain 2362 (CqRL1/
2362), were used in this work. CqSF has been maintained for
more than 10 years in the insectarium of the Department of
Entomology/Centro de Pesquisas Aggen Magalhdes. The

CgRL1/2362 colony was derived from CgSF and, after
laboratory selection with B. sphaericus strain 2362, it attained
a resistance ratio higher than 100,000-fold (Pei et al., 2002).
The resistance of CqRL1/2362 larvae relies on the lack of the
Cgml receptor in the apical membrane of midgut cells
(Oliveira et al., 2004; Romdo et al., 2006). The colonies were
maintained at 26 £ | "C, 70% relative humidity and 12:12h
{light:dark) photoperiod. Larvae were reared in dechlorinated
water and fed on cat food Whiskas™ (McLean, VA, USA).
Adults were maintained on a 10% sugar solution and females
were also fed on chicken.

2.2, Recombinant binary toxin

B. thuringiensis serovar. israelensis strain 4Q2-81 (Cry
miny ), transformed with the plasmid pGSP10 containing genes
for the BinA and BinB subunits from B. sphaericus strain 1593,
were used in thiswork (Bourgouinetal., 1990). Biomass from a
72-h sporulated culture was recovered by centrifugation and
washed with 1| M NaCl/10 mM EDTA and with 10 mM EDTA,
sequentially, and stored at —20 "C. The biomass was further
lyophilized and a powder containing a mixture of spore/crystals
was used 1o treat larvae submitted to the binassays.

2.3, In vivo toxicity assays

Bioassays were performed according to the standard method
recommended by the World Health Organization (WHO, 1985).
Groups of 20 early 4th instar larvae placed in 100 mL of
distilled water in plastic cups, were used in the assays.
Susceptible larvae were treated with the respective aliguot of
the bacterial suspension at 5 g/L, in order to induce 90%
mortality of larvae after 48 h exposure (LCyy 0.1 mg/L),
previously determined for the CgSF colony. Resistant larvae
from CqRL1/2362 colony were treated with a concentration
100-fold higher the LCq for the CgSF colony. A control group
tested with water alone was run in each experiment. All larvae
were fed with a small amount of macerated cat food. Larvae
from treated and untreated groups were collected after different
exposure periods to the Bin toxin and were processed for
transmission electron microscopy, as described below. The
remaining experimental groups were kept to record larval
mortality afier a 48-h exposure to Bin toxin.

2.4, Dissection and processing for transmission electron
microscopy

In order to analyze the morphology of midgut cells, groups
of untreated larvae from susceptible and resistant colonies were
dissected at 30 min, 4, 6 and 48 h after the 4th instar moult. To
compare the Bin toxin effects on midgut cells, early 4th instar
larvae from both colonies that were submitted to the bioassays,
were dissected 1 and 6 h after treatment. Ten larvae from each
experimental group were chilled on ice and the midguts were
excised under a binocular microscope. After removing the food
enclosed by the peritrophic membrane and the Malpighian
tubules, the posterior stomach was processed for transmission
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electron microscopic analysis, Specimens were fixed overnight
at4 " C, with 3% glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate buffer, pH
7.2. After fixation, samples were washed twice in the same
buffer and post-fixed in 1% osmium tetroxide, 5 mM CaCl, and
0.8% potassium ferricyanide in 0.1 M cacodylate buffer, pH
7.2. Samples were then dehydrated in acetone and embedded in
Eptmn' 812 resin (Sigma, 5t. Louis, MO, USA). Ultrathin
sections were stained with uranyl acetate and lead citrate and
examined with a ZEISS EM 109 transmission electron
microscope. Semi-thin sections were stained with Toluidine
blue and observed with a ZEISS AXTOPHOT light microscope,
to determine the overall aspect of larvae midgut.

2.5. Cytochemistry

A cytochemical assay used to detect unsaturated fatty acids
was performed according o Angermiiller and Fahimi (1982).
Larvae were fixed 48 h after the 4th instar moult for 2 h at room
temperature with 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M cacodylate
buffer, pH 7.2. Samples were washed twice in the same buffer,
once in 0.1 M imidazole buffer pH 7.2, and post-fixed for
30min at room temperature with 2% osmium tetroxide in
0.1 M imidazole buffer, pH 7.5. Subsequently, the specimens
were washed in imidazole buffer, dehydrated in acetone, and
embedded in Epon™ 812 resin. Thin sections were analyzed
without staining with a ZEISS EM 109 transmission electron
microscope.

3. Results
3.1 Morphology of the midgut cells

The first aspect investigated in this work was the
morphology of midgut epithelial cells from untreated larvae
of a susceptible and a B sphaericus-resistant colony, at
different times after the $th instar moult. Semi-thin sections
were obtained to observe the overall aspect of the midgut by
light microscopy (Fig. 1A) and showed a monolayer epithelium
composed of numerous columnar and sparse regenerative cells
(Fig. 1B). These later were small cells that did not present
microvilli and were basally distributed in the epithelium, as
shown by transmission electron microscopy (Fig. 1C). A thin
basal lamina surrounded the circular digestive tube and
separated the epithelium from the longitudinal and transverse
muscles and other stuctures (Fig. 2A). Myoid cells with
rounded mitochondria and numerous myofilaments  were
frequently observed (Fig. 2A, B and D). The epithelial cells
presented abundant rough endoplasmic reticulum and elon-
gated and rounded mitochondria (Fig. 2A-E). Susceptible
larvae dissected 48 h after moult presented some electron-
lucent inclusions at the basal region (Fig. 2B), but not at the
apical region of columnar epithelial cells (Fig. 2C).

The cells from resistant larvae dissected 30 minand 4 hafter
the 4th instar moult, presented a general morphology similar to
the cells from susceptible larvae analyzed at the same times
{data not shown). At 6 h after moult the cells from resistant
larvae showed the basal lamina, the rough endoplasmic

reticulum and mitochondria with a normal aspect. however,
contrary 1o that observed in susceptible larvae at this stage of
aging, numerous electron-lucent inclusions were observed at
the basal side of the cells (Fig. 2D). Larvae from both colonies
were analyzed for the number of these inclusions observed in
the midgut columnar cells, 6 h after the moult. Resistant larvae
showed an average of 185 inclusions per cell versus six
inclusions per cell detected in susceptible larvae (Table 1).
Maoreover, most cells of susceptible larvae analyzed at that time
period did not contain any inclusions. This morphological
aspect was a characteristic of the cells from resistant larvae and,
in individuals dissected 48 h after moult these inclusions
became more abundant and increased in size (Fig. 2E). Midguts
of resistant larvae dissected 48 h after moult were submitted to
a cytochemical assay to investigate the nature of the electron-
lucent inclusions. Samples fixed in imidazole-buffered osmium
tetroxide solution exhibited a high density inside the inclusions,
revealing their lipid content (Fig. 2F).

3.2, Effects of the Bin toxin on the midgut cells

The analysis of the midgut cell morphology was followed by
the comparison of the Bin toxin action on the cells of early 4th
instar larvae from a susceptible and a B. sphaericus-resistant
colony. The treated groups of susceptible larvae showed close
to 90% mortality after 48 h of treatment, as expected, whereas
the treated groups of resistant larvae and the untreated control
groups of larvae from both colonies did not show significant
mortality levels (Table 2). The midgut of non-treated
susceptible larvae possesses a well-preserved layer of epithelial
cells rich in mitochondria and rough endoplasmic reticulum
(Fig. 3A). Glycogen reserve granules were present in the basal
region of the polarized epithelial cell and, at the opposite side,
the surrounding basal lamina was underneath the basal
labyrinth (Fig. 3A). The gut lumen was lined by a brush
border membrane composed of numerous and regularly placed
microvilli (Fig. 3B). The initial damage in susceptible cells was
found 1h after treatment. The integrity of the rough
endoplasmic reticulum was disrupted forming numerous small
vesicles in the cytoplasm (Fig. 3C) and the mitochondria
present at the basal side of the epithelial cells showed a swollen
matrix, compared to the mitochondria present in the myoid
cells (Fig. 3D). The presence of electron-dense granules was
also observed (data not shown). The major cytopathological
alterations were found in susceptible larvae dissected 6 h after
treatment. Large vacuoles of dilferent sizes and containing
broken membranes were detected in the cytoplasm, at the apical
side of the epithelial cells (Fig. 3E). The mitochondrial swelling
and extensive cellular microvillar disruption were also detecled
(Fig. 3E and F).

The comparative analysis of the midgut cells from untreated
resistant larvae generated similar data to that from untreated
susceptible larvae (Fig. 4A). Some effects were detected in the
cells from treated resistant larvae, despite of the absence of the
Cgm receptor on the midgut cell membrane. Resistant larvae
analyzed 1 and 6 h after treatment showed the presence of
electron-dense granules with disruption of the rough endoplas-
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Fig. 1. Midgut cells of Culex guinguefascians larvae froma susceptible colony. (A ) Light micrograph of a transverse semi-thin section showing the general aspect of
the posterior stomach epithelium; lnmen (L} Scale bar =25 pm. (B) Columnar cells rich in microvilli (long arrows) and a basal regenerative cell (short arrow) from
the section showed in (A} nucleus (N); fumen (L): microvilli (Mv}, Seale bar = 10 pm. {C) Transmission electron micrograph of a transverse ultrathin section
showing a regenerative cell (RC) at the basal side of a columnar cell (CC)rich in rough endoplasmic reticulum (arrow) and mitochondria (Mt); nucleus (N); basal

membrane (Bm), Scale bar = 1 pm.

mic reticulum, producing ribosome-coated vesicles (Fig. 4B and
C). At 6 h the mitochondria at the basal (Fig. 4C) and apical
(Fig. 4D) sides of the cells were swollen and the inner
mitochondrial membrane became disorganized, while microvilli
were stll intact and vacuoles were not observed (Fig. 4D). As
previously mentioned, the treated groups of resistant larvae did
not show significant mortality (==4%).

4. Discussion

An ultrastructural comparison of the midgut epithelial cell
morphology of C. guinguefasciatus larvae Trom a susceptible
and a B. sphaericus-resistant colony was performed in this
work. The general appearance of the larval midgut was similar

to that described previously for Aedes aegypti adult mosquitoes
(Houk, 1977: Clements, 1992; Shahabuddin and Pimenta,
1998), although only two types of cells, columnar and
regenerative, were identified. A few hours after the 4th instar
moult, the cells from susceptible and resistant larvae presented
similar morphology, however, by the 6h alter moult the
accumulation of lipid inclusions in the midgut columnar cells
clearly distinguished resistant from susceptible larvae. The
significant production of inclusions throughout the 4th instar,
whose increase was directly correlated to larvae age, suggested
an alteration in the metabolism of resistant larvae. This is the
first report of morphological alterations on the midgut cells of
larvae, whose resistance to bacterial toxins is related to the lack
of membrane-bound receptors that have a physiology role.
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Fig. 2. Transverse ultrathin sections of the posterior stomach of Culex guinguefasciatus larvae, from a susceptible and a Bacillus sphaericus-resistant colony,
analyzed in different time periods after the 4th instar moult, (A) Cell from susceptible larvae fixed 6 h after moult; the basal membrane (Bm) surrounds the cell, rich in
rough endoplasmic reticulum (arrows); elongated and rounded mitochondria (Mt} are present in the cytoplasm and mside the myoid cell (My). (B} Cell from
susceptible larvae fixed 48 h after moult; presence of electron-lucent inclusion (*) in the basal region of the cell; basal membrane (Bmjand mitochondria (Mt )are well
preserved; nucleus (N} at the basal position. (C) Apical region of a cell from susceptible larvae 48 h after moult; numerous mitochondria (Mt) and extensive rough
endoplasmic reticulum tarrow) is present; electron-lucent inclusions are not present in this region of the cell: microvilli (Mv ). (D) Cell from resistant larvae fixed 6 h
after moult; electron-lucent inclusions (¥ yare present close to the basal region: rough endoplasmic reticulum (arrows ) and mitochondria (Mt) are well preserved; basal
membrane (Bm) lining the cell shows normal feawres. (E) Cell from resistant larvae fixed 48 h after moult; electron-lucent inclusions { *), present in increased number
and size, are concentrated in the basal region of the cell; rough endoplasmic reticulum (arrow ) and mitochondria (Mt) are notabtered: basal membrane (Bm). (Fy Cell
from resistant larvae fixed 48 h after moult; the lipid nawre of the electron-lucent inclusions (*) led by the i idazole complex method: mitochondria
(M1 microvilli (Mv). Scale bars = 1 pm.
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Table 1

Number of lipid inclusions present in midgut epithelial cells of Culex quin-
quefasciarus larvae from a susceptible (CgSF) and a Bacillus sphaevicus-
resistant colony (CqRL1/2362), analyzed 6 b afier the 4th instar moult

Colony No. No. of cells No, of Inclusions per
of cells  with inclusions inclusions  cell X + 8D

CqgSF 20 2 120 6.0 = 18.81

CqRL1/2362 10 10 1854 1854 4772

Insect receptors of entomopathogenic bacterial toxins have
proven o be, in most cases, midgut enzymes such as
aminopeptidases, alkaline phosphatases and  glucosidases
(Knight et al., 1994; Luo et al., 1997; Silva-Filha et al.,
1999: Fernandez et al., 2006: Abdullah et al., 2006). The Cqm!
receptor belongs to the group of a-glucosidases (EC 3.2.1.20,
oe-glucosidase  glucohydrolase), which is essential in the
metabolic pathway catalyzing the hydrolysis of a-glucosyl
residues from the non-reducing end of a-linked substrates, to

arelease o-glucose (Terra et al, 1996). The fact that these

receplors might have a primary role in the midgut physiology
suggests that molecules with overlapping or similar functions
could compensate for their absence or reduction. Van Rie et al.
(1989) studying the resistance of Plodia interpunciella
(Lepidoptera: Pyralidae) to B. thuringiensis CrylAb toxin,
suggested that the loss of a receptor could be compensated by
others, with similar functions. Likewise, previous data
indicated that the total o-glucosidase activity detected in
midgut microvillar samples from CgRL1/2362 resistant larvae
was similar to susceptible ones (Romao et al, 2006).
Hypothetically, the similar level of a-glucosidase activity
found could be explained if the expression of the remaining c-
slucosidases is increased to compensate the lack of Cgml or,
instead, Cgml could be a minor component of this enzyme
group. Corroborating the findings of Romdo et al. (2006) that
showed that not one but a group of a-glucosidases expressed in
C. quinguefasciatus larvae, a recent study demonstrated that
three e-glucosidase isolorms are synthesized in the midgut of
Anopheles aguasalis (Souza-Neto et al., 2007).

On the other hand, if the lack of the Cgm 1 w-glucosidas
noteritical and unrelated to changes on the cell metabolism, it is
likely that resistance, although monogenic, could involve the
activation of secondary genes potentially responsible for the
alterations observed in resistant individuals. The nutritional
storage during the larval stage is essential for the adult survival

is

Table 2

and the resistant CgRL1/2362 colony, despite the fact that it has
been maintained under laboratory conditons for more than 5
years, showed reduction of fitness cost in two respects. The
development time from egg to egg was longer, and most
fernales from the resistant colony required two blood meals
prior to laying the first batch ol eggs, in contrast to 60% of
susceptible females, that needed only one blood meal (Oliveira

et al., 2003). Data from the present work relating to aspects of Qe

biological performance suggest that CqRL1/2362 resistant
insects might have characteristics involving nutritional storage
that could differ from the susceptible insects.
Ulrrastructurally, the posterior stomach cells from suscep-
tible larvae treated with the toxin showed major cytopatho-
logical alterations, such as endoplasmic reticulum breakdown,
mitochondrial swelling, cytoplasmic vacuolation and micro-
villar disruption. The Bin wxin actions on the cells of C
guinguefasciatus larvae observed in this work were in
agreement with those previously reported in the literature,
except for the fact that changes were detected from | h afler
treatment in this work, whereas other publications recorded
alterations as soon as 15 min after toxin ingestion {Charles,
1987; Singh and Gil, 1988: Silva-Filha and Peixoto, 2003).
Data on the mode of action of B. sphaericus towards C.
quinguefasciatus larvae showed that larvicidal action depends
on the binding of the Bin toxin to Cgml midgut receptor
(MNielsen-LeRoux and Charles, 1992; Nielsen-LeRoux et al.,
1995, 2002; Silva-Filha et al., 2004). Our work showed that
midgut cells from resistant larvae lacking the Cgml receptor
displayed alterations when treated with the Bin toxin, however,
some effects were different to those observed in susceptible
larvae in that they did not lead to larval death. The presence of
electron-dense granules and mitochondrial swelling, that were
the major effects observed in the cells from resistant larvae 6 h
after treatment, could be due to the direct exposure to a high
concentration of Bin toxin used in the bioassays. Mitochondrial
swelling and breakdown of the endoplasmic reticulum, were
also observed in the larvae of a naturally refractory species A,
aegypti, when treated under similar conditions (Charles, 1987).
This could be explained by the direct action of the BinA
component that is able to provoke some level of toxicity when
high doses are ingested, independently of the binding between
BinB and the cell receptor (Nicolas et al., 1993), In the case of
our study, the cell alterations observed in the midgut of resistant
larvae are not likely to be relevant for larvae survival and data

Mortality of Crlex quinguefasciants 4th instar larvae from @ susceptible (CqSF) and a Bacillus sphaericus-resistant colony (CqRIL1/2362) that were exposed to a high
concentration of lvophilized powder containing crystals of B. sphaericns recombinant Binary toxin

Colony Treated groups Untreated groups
Bioassays® EM samples® Bioassays® EM samples®
N % Mortality N N o Maortality N
CqgSF 160 863 80 160 3.1 40
CqRL1/2362 180 3R 80 200 4.4 &0

* Mortality was recorded in the treated and untreated groups of larvae after a 48-h period.
Larvae from the treated groups, after different periods of exposure to the toxin, and from untreated groups were processed for transmission electron microscopy

(EM).
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Fig. 3. Transverse ultrathin sections of the posterior stomach from 4th instar Cidex quinguefascianes susceptible larvae, (A) Columnar ephitelial cell from untreated
larvae rich in rough endoplasmic reticulum (arrows), mitochondria (Mt) and glycogen granules (Gg); basal labyrinth (B1); basal membrane (Bm ). (B) Apical region of
the cell from untreated larvae showing numerous microvilli (Mv) in parallel lines and many mitochondria (Mt). (C) Rough endoplasmic reticulum breakdown
{arrews) at the apical region of the cell from | h-treated larvae: mitochondria (Mt) are at an initial stage of swelling, but the microvilli (Mv) are still intact. (D)
Swelling mitochondrial (Mt) at the basal side of the cell: mitochondria present in the myoid cell (My) are not damaged: basal membrane { Bm). (E) Cell from 6 b-
treated larvae showing anincreased pumber of vacuoles (V) a small vesicle containing electron-dense material is present, in fusion with a large vacuole (large arrow )
disrupted microvilli (Mv). (F) Cell from 6 h-treated larvae showing severe microvillar (Mv) breakdown: a large vacuole (V) containing broken membranes is present

and there is mitochondrial swelling (Mt} Scale bars =1 pm.
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Fig. 4. Transverse ultrathin sections of the posterior stomach from 4th instar Culex gu
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quefasci larvae 1 illus sphaericus. (A) Cell from untreated

istant to B

larvae showing mumerous mitochondria (Mt) at the apical region; the microvilli occasionally invaginate into the epithelia to form crypts (C): basal membrane (Bm )
nucleus (N). (B) Epithelial cell from | h-treated Iarvae showing electron-dense granules (*) and small ribosome-coated vesicles (arrows); the mitochondria (Mt) and
microvilli (Mv) remain intact. () Cell from 6 h-treated larvae with a dense cytoplasm: mitochondria (Mt} are enlarged and contain a condensed matrix; presence of

electron-dense granul

Scale hars =1 pm.

showed that, the Cgm 1 a-glucosidase is essential to mediate the
insecticidal action of Bin toxin,

Our study has shown that cellular alterations produced by
the Bin toxin in cells lacking membrane-bound receptors do not
lead to larval death. Data suggested that the lethal action of the
toxin is mediated by the Cgml receptor and might depend on
more complex events at the intracellular level. This ultra-
structural study indicates differences in the midgut cell
marphology of resistant larvae, but further investigations are
needed to understand the impact of the lack of expression of
midgut enzymes on the physiology and fitness requirements of
resistant insects,

o7 Uncited references

Charles et al. (2002), Nielsen-LeRoux et al. (1997), Silva-
Filha et al. (1997) and Van Rie et al. (1990).

(%), (D) Epithelial cell from 6 h-treated larvae with well preserved microvilli, enlarged mitochondria (Mt} and electron-dense granules (*).
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