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ingestdo dos cristais e esporos pelas larvas deetostralvo (1), as
proteinas presentes no cristal sdo solubilizadasivadas por serina-
proteinases no limen intestinal das larvas (2)to&mas ativas ligam-se

a receptores especificos presentes nas célulgsitébceintestinal (3) e a
larva morre devido aos efeitos nocivos causadoséhsas do epitélio
intestinal (modificado de REGI& al., 2001).
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2005).
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ligacéo total da toxina-t", tomando como ponto méximo (100%) o valor
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homdlogo (1QuM), e foram coletadas diferentes amostras, durast24
h subseqguentes. Cada ponto analisado € uma médlarejgicatas. O
ensaio foi realizado durante 48 h a temperaturaearte
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RESUMO

O Bacillus thuringiensissvar. israelensis(Bti)) € um importante entomopatégeno
utilizado na producao de larvicidas para o contdbeAedes aegyptivetor da dengue. A
toxicidade do Bti esta baseada no cristal, produdigtante a esporulacdo, que contém quatro
protoxinas CryllAa (70 kDa), Cry4Aa (125 kDa), Bw4(130 kDa) e CytlA (28 kDa). Sua
acdo ocorre através da ingestdo dos cristais quesaébilizados no meséntero, onde as
protoxinas sdo liberadas e clivadas por serinaepsets em toxinas ativas que agem em
sinergia no epitélio intestinal e provocam a maids larvas. Apesar da alta seletividade do
Bti, ainda n&o foi completamente elucidado comtoamas Cry interagem com 0s receptores
especificos presentes no epitélio das larvas. €tiebjprincipal do trabalho foi caracterizar,
através de ensaids vitro de natureza quantitativa, a capacidade de ligdedcada toxina
Cry (4Aa, 4Ba e 11Aa) as preparacOesnderovilli intestinal (BBMF) de larvas dée.
aegypti Para tal, cada componente Cry foi produzido &rpe cepas recombinantes, Bt cepa
4Q2-81, para producgédo de biomassas. A atividaddionda das biomassas para larvas do
3°/4° estadios foi determinada através de bioensaiositea parte da biomassa foi utilizada
para a obtencdo dos crista¥s cristais contendo cada protoxina foram processadsitro e
uma amostra de cada uma delas foi marcada com(I&dp Para realizar os estudos de
ligacédo foram feitas preparacdes BBMF, a partitasteas do ¥4° estadios. Os estudos da
capacidade de ligacdo da toxina foram realizadmsvéd de ensaios de competicdo, de
saturacdo e de cinética, através de incubacdes @mnoxina- 1*°e preparacbes de BBMF, na
auséncia ou na presenca de um competidor. Os hioenwostraram que todas as biomassas
apresentaram atividade inseticida para larva&edeaegypte a toxidade foi decrescente para
Cry4Ba, CryllAa e Cry4Aa. Foram obtidos, apds agseamentin vitro das protoxinas,
fragmentos ativos de 38 e 30 kDa para CryllAa, 2B &Da para Cry4Aa e 45 e 18 kDa
para Cry4Ba indicando a formacédo de dimeros at&egreparacdes de BBMF apresentaram
um enriquecimento médio de cinco vezes em relagich@nogeneizado inicial, e o
rendimento foi de 1,23 mg de proteina por graméadea inteira empregada na preparacgao.
Todas as toxinas Cry apresentaram ligacdo espedéf@BMF deAe. aegypte, na auséncia
de competidor, observou-se cerca de 2-3 pmol dead¥?/mg de BBMF. A presenca de
concentracfes crescentes da toxina livre provocoa competicdo pelos sitios de ligacao,
sendo observado um deslocamento de 70% da'@tyghda, confirmando a especificidade
da ligacdo. A concentracdo do competidor que desl86% da toxina Cry*f°ligada (IGo)
foi cerca de 88 nM para a CryllAa, 99 nM para a48aye 521 nM para a Cry4Ba. Os
resultados obtidos mostraram que as toxinas Crypetem pelos mesmos sitios e partilham
receptores presentes na BBMF. Em todos os casataésis, a afinidade do complexo toxina-
receptor ndo foi elevada, e ndo foi detectada gimeantre as toxinas Cry para a ligacdo a
BBMF. A ligacdo entre as toxina¥l e a BBMF é irreversivel, e observou-se uma forte
tendéncia a oligomerizacao nos trés casos. Ogadseslobtidos nesse trabalho sugerem que a
toxicidade das toxinas Cry para larvas Aledesesta relacionada a etapa irreversivel de
ligacdo com os receptores, e ndo € caracterizadaipopadrdo elevado de afinidade do
complexo toxina-receptor. Certamente outros fajaresio a presencga da toxina Cyt tem um
papel importante neste processo.

Palavras-chave: toxinas Cry, modo de acéo, conteleetores, receptores, bioinseticidas.

Vi



ABSTRACT

Bacillus thuringiensissvar. israelensis (Bti) is an important entomopathogenic
bacteria used for the production of larvicides ¢atcol Aedes aegyptihe vector of dengue.
Bti toxicity is based in a crystal produced upororsation, that contains four protoxins
named CryllAa (70 kDa), Cry4Aa (125 kDa), Cry4B3((kDa) and CytA (28 kDa). Bti
action depends on the ingestion of crystals thatsatubilized in the larvae midgut, where
protoxins are released. In themen the protoxins suffer cleavage by the serine-ps#e and
are converted into active toxins that act in sypeng the midgut epithelium, provoking larvae
death. Despite of the high selectivity of Bti, theraction of Cry toxins with specific
receptors from the larvae midgut, has not beery tilicidated. The major goal of this work
was to analyze, through vitro assays, the capacity of each Cry toxin (11Aa, 4Ad 4Ba)
to bind the midgutnicrovilli (BBMF) of Ae. aegyptlarvae. For this purpose, each toxin was
obtained, individually, using a recombinait thuringiensisstrain 4Q2-81. The insecticidal
activity of each biomass was tested throumhkivo bioassays against'®" instar larvae and,
part of the biomass was used to obtain purifiedtafg. The crystals containing each protoxin
were processeth vitro, and a sample of the activated toxin was labelgd iwdine (9.
BBMF preparations were obtained using whdlé438 instar larvaeln vitro analysis of toxin
binding were performed through competition, sataraand kinetics assays, between each
Cry-1***and BBMF, in the absence or in the presence oftimepetitor. Bioassays revealed
that all toxins displayed activity against larvaedatoxicity was decreasing for Cry4Ba,
CryllAa and Cry4Aaln vitro processing of each protoxin, provided two protaasetant
fragments: 30 and 38 kDa for CryllAa, 45 and 20 kivaCry4Aa and 45 and 18 kDa for
Cry4Ba. The BBMF preparations showed 5-fold enzyenatrichment and yielded 1,23 mg
of protein per gram of larvae used. Cry toxins sbdwpecific binding to BBMF and, in the
absence of competitor, a level of 2-3 pmol of CAiing of BBMF was detected. Increasing
concentrations of the unlabelled toxin showed cditipe for the binding sites and displaced
around 70% of the bound Cry4, confirming the specificity of the binding. Therapetitor
concentration that displaced 50% of the bound tb¥h(ICso) was 88 nM for the Cryl1Aa,
99 nM for Cry4Aa and 521 nM for Cry4Ba. Resultswhd that the Cry toxins compete for
binding sites and share the same class of receiptdhe BBMF. In all cases, the affinity of
the toxin-receptor complex was not high and theesyyp among Cry toxins to bind BBMF,
was not observed. The binding between Cfy-fo BBMF was irreversible and a strong
tendency of oligomerization was observed. Data fthim work suggest that the insecticidal
activity of the Cry toxins towardée. aegyptilarvae is related to the irreversible step of
binding to the receptors, and is not characterlze@d high level of affinity of the complex
toxin-receptor. It is likely that other factors, the action of the Cyt toxin have an important
role in this process.

Key words: Cry toxins, mode of action, vector cohtreceptors, bioinsecticides.
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1. INTRODUCAO

1.1 Dengue: aspectos gerais

Malaria, filariose, dengue e encefalopatias visdi® algumas das principais doencas
transmitidas por vetores que preocupam a OrgarozZsic@dial de Saude, e estima-se que em
todo mundo, cerca de dois bilhdes de pessoas vigamareas de risco (BECKER;
MARGALIT, 1993). No Brasil, a dengue em particuaum importante problema de saude
publica. A doenca é provocada por um virus da fankilaviviridae e sdo conhecidos 4
sorotipos virais. Em nosso pais ja foi detectadamcallacéo de trés deles: DENV1, DENV2 e
DENV3. Distinguem-se duas formas de manifestacidiical da doenca: a dengue classica e a
dengue hemorragica, sendo a segunda forma a me&ase preocupante devido a
possibilidade de Obito em poucos dias. Os mecasisgue desencadeiam uma ou outra
manifestacdo da doenca ainda ndo estdo claros.isiaid recente ha relatos de grandes
epidemias de dengue no pais, como as de 1986 ¢ @9&87do a doenca atingiu o Rio de
Janeiro (93.000 casos), Alagoas (12.000 casos)a(dga.000 casos), Bahia (541 casos),
Minas Gerais (527 casos) e Pernambuco (1.300 caswesR002 foi observada uma ampla
epidemia, quando foram registrados em todo pataa 800.000 casos, dos quais 120.316
casos somente em Pernambuco (CENEPI-FUNASA/MS,)2003

1.2  Aedes aegyptivetor da dengue

O virus dengue é transmitido através da picada dequitos pertencentes ao
subgénerdtegomyiasendo que duas espécies sao consideradas asnpaitantesAedes
(Stegomyin aegyptj Linnaeus (1762) éAedes(Stegomyia albopictus Skuse (1894). A
primeira espécie é responsapela manutencdo do ciclo em areas urbanas e nd, Bnas
particular, é considerada a Unica a transmitir enda (MELO-SANTOS, 2001). A segunda
espécie destaca-se como vetor em areas silvestoeais, suburbanas e urbanas,
principalmente na Asia e Africa (RODHAIN; ROSEN 919. Aqui no Brasil de. albopictus
€ endémico mas ainda nao foi caracterizado comor veéa doenca, entretanto, sua
susceptibilidade aos quatro sorotipos virais, aliadsua capacidade de dispersdo tanto em
areas urbanas como em &reas rurais, faz dessaieespétivo de grande preocupacao
(CONSOLI, LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). A expansdoo dvirus dengue esta

intimamente ligada a expansdo do mosqé& aegyptino mundo, uma vez que ele é o
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principal vetor da doenca. @e. aegyptié originario do Egito e atualmente encontra-se
distribuido dentro de zonas isotermais de’C2@&m regiGes tropicais, subtropicais e
temperadas. Acompanhou o homem pelo mundo e peceamade as alteracbes antrépicas
propiciaram a sua proliferacdo. Acredita-se qu&eo aegyptifoi introduzido no Brasil no
periodo colonial, provavelmente durante o trafeg@stravos provenientes de regifes onde o
mosquito ja existia. Em 1955 foi considerado ecadid do Brasil apds ter sido intensamente
combatido, entretanto paises vizinhos como as @siana Venezuela ndo o erradicaram,
ocorrendo sua reintroducdo em 1967, a partir dérBel PA. Desde entdo, o processo de
urbanizacdo desordenado, aliado a outros fatoréseatais, tém favorecido a proliferacao
deste vetor.

E um mosquito com curto ciclo de vida (de 8 a EHs @im regibes tropicais), passando
pelas seguintes fases: ovo, quatro estadios lapaim e adulto alado. Os criadourosAde
aegyptipodem ser localizados com maior facilidade nosroenirbanos e sdo em sua maioria
resultantes da atividade humana, tais como pnab@scd’agua, vasos de plantas, recipientes
e reservatorios diversos. Nesses criadouros prigpaos pelo homem, podem surgir
condicdes propicias para a postura dos ovos patasals dée. aegyptiUm criadouro ideal
para as larvas desse mosquito € aquele que a@rgsefdrencialmente agua limpa, pobre em
matéria organica em decomposicdo e em sais, acdaybaincipalmente em locais
sombreados e com o fundo ou paredes escuras. &ssdigbes para a proliferacao de.
aegypti tornam-se ainda mais comuns, na medida em quesszigrento das populagbes
humanas ndo é acompanhado por uma ocupacéo ragespaco urbano.

A principal forma de infeccdo do mosquito acontap®s o repasto sanguineo das
fémeas deAe. aegyptiem seres humanos contaminados pelo virus. Umanfeetados os
mosquitos podem transmitir o virus durante todoeo esiclo de vida, inclusive aos seus
descendentes por transmissao vertical ou transmaa(KHIN; THAN, 1983; JOSHet al,
1995).

1.3  Agentes de controle bioldgico

Desde a década de 1940, a introducdo de insetigidascos no combate aos insetos
vetores foi bastante difundidoa priori, mostrou-se eficaz. Devido ao seu amplo espeetro d
acdo, esses inseticidas atingem espécies ndo-giwvovecam um alto impacto ambiental,
além de promover a selecdo de insetos resistékltado a esses fatos, também se constatou

0 risco a saude humana através da exposicdo deeta, consumo de alimentos e agua
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contaminados. Estes aspectos negativos associads® alos inseticidas quimicos, levaram a
busca de agentes de controle de insetos mais efieagobretudo seguros. Hoje sdo muitos os
agentes biolégicos que podem ser empregados noolepule insetos. Podemos dizer que
todas as espécies de insetos tém inimigos namuaisiesempenham, de diferentes maneiras,
relacdes ecologicas que interferem em diversogjiestéle vida, destacando-se o papel dos
predadores, vertebrados ou invertebrados, dos i@&ascomo algumas espécies de
nematoides e, principalmente, de patégenos noaterda populacdo de insetos (BECKER

al., 2003).

1.4 Microorganismos entomopatogénicos

No universo de agentes de controle biol6gico oganrganismos se destacam por
uma série de vantagens, principalmente a suafdémilucdo em larga escala (RUAS-NETO,
1984; ZINIU; LONGSHENG, 1990). Os microorganismostognopatdogenos que mais
chamam a atencdo de pesquisadores e industriaisdemmundo, devido principalmente ao
seu modo de acéo e a sua especificidade, sdo @sidmcJa foram identificadas bactérias
patbgenas de diferentes espécies de insetos dassoRiptera, Lepidoptera, Coleoptera,
Hymenoptera, Homoptera, e também de outros gruposrgianismos como nematoéides e
protozoarios (FEITELSON; PAYNE; KIM, 1992).

As principais bactérias entomopatogénicas pertenéam familias Bacillaceae,
Paenibacillaceae, Streptococaceae e Achromobaaagd ARONSON; BECKMAN; DUM,
1986). Dentre elas destacam-se aquelas perteneéeotdem Bacillales, mais especificamente
ao génerdacillus. O Bacillus thuringiensisjuntamente com ®&. sphaericussdo os mais
importantes entomopatégenos do ponto de vistaifi@ne industrial devido a um conjunto
de caracteristicas desejaveis, que ambos apreseitarhoje a espécie mais estudada é o
Bacillus thuringiensigBt), tendo sido isolados inUmeros sorotipos, eferentes regides do
mundo. Destacam-se por sua importancia como bioldas algumas sorovariedades como a
israelensis tenebrionise kurstaki A primeira com importante aplicacdo na saude ipabl
frente a insetos da Ordem Diptera comAeo aegypte o Simulium pertinaxa segunda e a
terceira por sua importancia na agricultura, respectivamétieos para alguns insetos das

ordens Coleoptera e Lepidoptera.
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1.4.1 Bacillus thuringiensis

O Bacillus thuringiensis(Bt) é uma bactéria Gram positiva, aerobica fativi,
cosmopolita, esporulante e formadora de inclusistblinas. Possui estruturas de locomocé&o
chamados flagelos peritriquios, que sdo composipsim grupo de proteinas imunogénicas
chamado flagelinas, as quais permitem a obtencéantleorpos, antigenos-H, altamente
especificos e estaveis (DE BARJAC; FRACHON, 19903. anticorpos obtidos para as
diferentes flagelinas permitem realizar reacéesagletinacéoin vitro que distinguem as
sorovariedades dB. thuringiensis tendo sido detectados até hoje mais de 90 sosotip
(LECADET et al, 1999; RABINOVITCHet al, 2000).

O Bt pode ser encontrado no solo, nas folhas detgsdae algumas vezes em
microhabitats favoraveis como, por exemplo, ded&dnsetos. O niamero de células de Bt
obtidas em isolamento pode variar entrd dd unidades formadoras de colénia (UFC) por
grama de solo, enquanto que em plantas este niwagaoentre 0 e 100 UFC/émpor folha
(DAMGAARD, 2000). Existem alguns poucos trabalhage gelatam o aparecimento de
epizootias  naturais desse  microorganismo, printipate em  lepidépteros
(BROWNBRIDGE; ONYANGO, 1992; MEADOWSt al, 1992; PORCAR; CABALLERO,
2002). Devido a sua baixa ocorréncia epizooéticaa g@uco provavel que a principal fonte
de toxinas e esporos de Bt na natureza seja dssnsalonizados. Acredita-se numa possivel
simbiose entre o patdgeno e as plantas (ARONSOMI,SX01). Diferente da maioria dos
entomopatdgenos, a reciclagem deste patégeno € potsolo, levando a hip6tese do Bt ser
essencialmente um microorganismo com atividade tioide acidental (MARTIN;
TRAVERS, 1989). O fato dessa bactéria ser encoatraarmalmente no ambiente, na
presenca ou ndo de insetos, da suporte a essa teori

Sob certas condi¢des restritivas do crescimentereadas durante a fase estaciondria,
esta bactéria entra em processo de esporulacaoieicio desta fase, sintetiza um cristal de
natureza protéica que é responsavel pela atividadeida do Bt. Os cristais sdo formados de
delta-endotoxinas de dois tipos: as proteinas dailifa Cry, que apresentam atividade
inseticida especifica, e da familia Cyt, com atid citolitica inespecifica. Observou-se que
a quantidade de toxina produzida em laboratérimyamadamente 0,5 mg de proteina/mL de
meio de cultura, e o tamanho dos cristais indicamagda célula tem que sintetizar déd.a
x 10° moléculas de toxina, sejam responsaveis por neig5d do peso seco das células
(AGAISSE; LERECLUS, 1995).
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As toxinas do Bt formam um numeroso grupo de taxirBenominadas ICP
(“Insecticidal Crystal Proteins”), sendo proposte@r pCrickmore et al. (1998) uma
classificacéo a partir da seqiéncia primaria deneatidos. A descricdo completa das atuais
toxinas de Bt catalogadas pode ser encontrada no te: si
http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickm/@#. Ja foram sequenciadas cerca de
150 ICPs (CRICKMORE, 2005). O nuamero de toxinasi¢htificadas € elevado e observa-se

toxinas com atividade inseticida para importanteag@s da agricultura, particularmente

contra lepiddpteros e coledpteros, além de outrasatividade para dipteros e utilizadas para
o controle de insetos vetores (Tab. 1). O Bt, emh& mais de 60 anos como biolarvicida,
mostrou-se indcuo em testgge avaliaram o potencial toxico das toxinas Cnam&lulas de
mamiferos, além de organismos vertebrados e imrades ndo-alvo (THOMAS; ELLAR,
1983; GLAIRE; O'CALLARGHAM, 2000). Além das toxinaslo cristal, ou delta-
endotoxinas, algumas cepas de Bt produzem outxast) denominadas exotoxinas, como a
B-exotoxina que possui um amplo espectro de acdoinsgtos. Porém, devido a sua
toxicidade também para vertebrados, os biolarvicg#o obtidos a partir de cepas de Bt que
nao produzenB-exotoxinas (POLANCZYK; ALVES, 2003).

Tabela 1 Exemplo de ordem de insetos-alvo das toxinas dorBacillus thuringiensis
(modificado a partir de GLAIRE; O'CALLAGHAM, 200@CRICKMORE, 2000).

Ordem Numero de espécies Cristal
Diptera 266 Cry4, Cry10, Cry11, Cryl6, Cryl7, Cry19, Cry20
Hymenoptera 62 Cry5, Cry22
Coleoptera 106 Cry3, Cry7, Cry8, Cry14, Cry18, Gy2
Lepidoptera 572 Cryl, Cry2, Cry9, Cry15
Nematoda NI* Cry5, Cry6, Cryl12, Cryl3, Cry21

*NI : N&o informado
1.4.2 Modo de acéo
A maior parte das informacdes existentes sobre aonde a¢do do Bt sdo oriundas de

estudos de sorovariedades comBtdurstakj Bt aizawaj Bt tenebrionis e outras de grande

aplicacao no controle de lepidopteros e coledpteros
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Para que ocorra a atividade toxica do Bt faz-sess&io uma série de eventos (Fig. 1)
que se inicia com a ingestao das inclusbes cnsmlpelas larvas dos insetos alvo. Apds a
ingestdo, as proteinas que se encontravam inssl@eresas umas as outras formando o
cristal sdo solubilizadas em pH alcalino proximd( que é encontrado no meséntero da
maioria dos insetos-alvo e constitui a primeirgpataa seletividade da acdo do Bti. Em
seguida, as protoxinas séo liberadas no intestasolarvas e convertidas em polipeptideos
toxicos devido a acdo proteolitica de enzimas tiiges As toxinas ativas atravessam a
membrana peritréfica e se ligam a receptores dgpExiocalizados na membrana apical das
células colunares do intestino médio. Elas agesrferindo no gradiente i6nico e balanco
osmotico da membrana apical, formando poros queeatam a permeabilidade da
membrana. Estes eventos causam a lise celulam¢ualeuptura e desintegracdo das células
do intestino médio (KNOWLES; ELLAR, 1987; ARONSOBNHAI, 2001). De acordo com
Knowles (1994), o pH elevado do intestino médio diosetos susceptiveis evitaria a
germinacao dos esporos ingeridos do Bt. Porémeka-eindotoxinas causam a paralisia do
intestino, retendo os esporos e destruindo a paedmtestino. O conteddo do intestino
mistura-se ao da hemolinfa, reduzindo o pH e f@ndo nutrientes para iniciar a germinagéo
dos esporos, que provocam um quadro de septiceamiarva. O inseto morto serve entao
como fonte de alimento para o crescimento vegeiala/bactéria e reciclagem dos estoques,
naturalmente. Devido a importancia do esporo nelegem do Bt, a maioria dos produtos
comercializados é composta de esporos e toxinaand® aumentar sua atividade téxica.
Entretanto, na Alemanha, a legislacdo exige quebiokarvicidas a base d®acillus
contenham apenas esporos inativos, sendo 0s €rist®i Unicos responsaveis pela
patogenicidade (BECKER; 2000).



Interagdo das toxinas Cry doBacillus.... Henrique Beltrédo

Culex pipiens

Bacillus thuringiensis
svar. (sraefensis

Esporo . )

[ ]

Figura 1. Modo de acdo dos cristais toxicos Blacillus thuringiensisApos a ingestao dos
cristais e esporos pelas larvas dos insetos-alyoafl proteinas presentes no cristal sao
solubilizadas e ativadas por serina-proteinaselsimen intestinal das larvas (2). As toxinas
ativas ligam-se a receptores especificos presematexélulas do epitélio intestinal (3) e a
larva morre devido aos efeitos nocivos causadaglasas do epitélio intestinal (modificado
de REGIet al, 2001).

1.5 Bacillus thuringiensissorovariedadeisraelensigBti)

O B. thuringiensisé um entomopatégeno utilizado desde 1960, mas a sua acao
larvicida para dipteros s6 foi conhecida a partir descoberta dd. thuringiensis
sorovariedadesraelensis(Bti). Essa cepa foi isolada por Goldberg e Matgain 1977 a
partir do intestino de larvas moribundas @ealex sendo posteriormente caracterizada pelo
método do antigeno-H como sorovariedade H-14 (DERRBXC, 1978apud CARVALHO,

L.R., 2005). Descobriu-se mais tarde que o podeicida do Bti extendia-se para diferentes
espécies das familias Culicid@eSimuliidae (DELECLUSE; PEREZ; BERRY, 2000

descoberta desta sorovariedade foi um acontecimeigortante para possibilitar o uso de
agentes seletivos no controle de dipteros oferecéamcilidades de producéo industrial e
aplicacdo em larga escala. Atualmente existem stdgeprodutos comerciais a base de Bti

sendo utilizados no mundo todo (Tab. 2).
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Tabela 2.Produtos a base dacillus thuringiensisvar.israelensisdisponiveis no mercado
internacional para utilizacdo em programas de otmtrde culicideos e simulideos
(Modificado de BECKER, 2003).

Nome comercial  Formulacdo Fabricante

Aquabac] P& primario Becker Microbial/lUSA
Bactimos W] P& molhavel Valent BioSciences/USA
Bactimos PP PO primario Valent BioSciences/USA
Bactimos GJ Granulos Valent BioSciences/USA
Ice cubeB] Granulos de gelo Icybac GMBH/Phoenix/ Alemanha
Teknar Hp-OJ Concentrado fluido Thermo Trilogy/USA
Teknar TQ] P técnico Thermo Trilogy/USA
Teknar GI Granulos Thermo Trilogy/USA
VectoBac 12A8] Concentrado fluido Valent BioSciences/USA
VectoBac TP P6 técnico Valent BioSciences/USA

VectoBac WDG! Granulos dispersiveis em agua Valent BioSciences/US

VectoBac DT Tabletes Valent BioSciences/USA
Bactecidél Granulos dispersiveis em 4gua BioTech Internatibttdindia
Culinex Tab plusl Tabletes Valent BioSciences/USA
BioTouch] Concentrado fluido Zohar Dalia/ Israel

1.5.1 Utilizacédo do Bti na saude publica

A utilizac&o de inseticidas biolégicos a basdddeillusno controle de vetores tornou-
se uma realidade ap0s a descoberta do Bti. Emf&2&% o primeiro uso em larga escala do
Bti no “Programa de Controle da Oncocercose” erarudo 11 paises da Africa Ocidental
para a reducdo populacional do ve®&mulium pertinax Nessa mesma década o Bti foi
introduzido no Brasil no “Programa de Controle deBideos” em uma extensa area da
Serra Gaucha (RS) e posteriormente no litoral rdotestado de Sao Paulo (MARDI&l al.,
1999; ARAUJO-COUTINHO, 1995). Em ambos os casosimsilideos ndo tém o papel de
vetor, porém causam grande incomodo a populacaarnuiustificando a necessidade de seu
controle. Nestes programas obteve-se sucesso noat®mcS. pertinax,que ja se mostrava

resistente ao uso dos inseticidas quimicos orgafwfdos, usados anteriormente
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(MARDINI et al, 1999). O Bti também é utilizado com éxito narAdaha desde 1976 no
combate ad\edes vexang atualmente o programa de controle alcanca cerd®@ cidades

e vilarejos que sdo afetados pela proliferacacedesisquito. No caso deste programa, existe
uma grande prioridade que é a de diminuir a popolalp mosquito sem prejudicar a fauna
da regido. Como resultado desse trabalho, a ino@l&® mosquito foi reduzida em 90% a
cada ano nesses locais. Nos Estados Unidos o Btisestornando o principal larvicida
utilizado, além de estar sendo empregado em in@meuniros paises Europeus como a
Franca, Espanha, RuUssia, Italia, Suica, Eslovéniageslavia (BECKER; MARGALIT,
1993). O Bti tomou uma importancia especial no Bpass este biolarvicida foi integrado ao
combate ao vetor da dengue no ambito do “Prograen@ahtrole doAe. aegypti (PCA),
conduzido em centenas de municipios afetados pelacd (BRAGAet al, 2004). Produtos
comerciais a base do Bti foram adotados para anextito de criadouros dedesem varios

estados, inclusive em Pernambuco.

1.5.2 Toxinas inseticidas e espectro de acao do Bt

Em contraste com os inseticidas quimicos, o usBtdoao tem efeito toxico para a
populacdo humana e também se sobressai devidobanifmgacto ambiental, uma vez que
seu modo de acédo é seletivo. Os principais alvosespécies dos génerAsdes Simulium
Culex e Anopheles A acdo do Bti, deve-se a presenca de um corpaepporal (cristal)
produzido durante a fase de esporulacdo. O crjgtabui atividade larvicida devido a
presenca de 4 protoxinas, com pesos molecularegiaq@dos de 125-, 135-, 68- e 28- kDa,
respectivamente (DELECLUSE; PEREZ; BERRY, 2000).

Os genes que codificam para esses quatro polieegtido Bti estdo localizados em
um plasmideo de 72-MDa e ja foram identificadosclerdo com suas sequéncias, recebendo
as denominacdes a@ey4Aa cry4Ba cryllAae cytlAa(WARD; ELLAR, 1985). Fez-se uma
analise das sequéncias de aminoacidos primariesspondentes a regido amino-terminal de
todas as sequéncias de toxinas Cry conhecidadjficeemdo-se a presenca de cinco blocos
com alto grau de homologia (HOFTE; WHITELEY, 1988)anélise destes blocos entre as
toxinas, mostrou que a toxina CryllAa apresentaeaomgrau de homologia entre elas
(KUMAR; SHARMA; MALIK, 1996; SCHNEPFet al, 1998).
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1.6 Modo de agéo das toxinas do Bti

O modo geral de acdo do Bti envolve inicialmentengestdo dos cristais, em
suspensao na agua, pelas larvas aquéticas de toegsq@ulicidae) e borrachudos
(Simuliidae). Uma vez ingerido, o cristal € soligaitlo em pH alcalino intestinal liberando no
limen quatro polipeptideos componentes do crigtet, sdo considerados protoxinas. Estes
necessitam ser clivados pelas proteases intestiaato origem a fragmentos variando de 40-
44 kDa para os polipeptideos de 125-135 kDa , 3RERSpara os de 68 kDa, e 25 kDa para
os de 28 kDa (ANGSUTHANASOMBAT; CRICKMORE; ELLAR992; DAI; GILL, 1993;
KONI; ELLAR, 1994). Ap0s o processamento protectitias toxinas parecem interagir com
a porcdo apical das microvilosidades no lumen tima&sdas larvas, como demonstrado em
larvas deAnopheles gambiaatravés de um estudo de imunodetecgdo das toxmaees
histoldgicos do mesénte(®RAVOAHANGIMALALA; CHARLES, 1995). Poucos minutos
apos a ingestao dos cristais, sdo observadascéksra&itopatologicas no epitélio intestinal
das larvasgcomo o entumecimento celular, alteracdo na estruatas mitocéndrias, ruptura da
lamina basal e danos a musculatura lisa (SINGH; GQEST; GILL, 1985).

1.6.1 Sinergia das toxinas

Foram realizados estudos para determinar a coigiibule cada um dos polipeptideos
do Bti na toxicidade para as larvasAlke aegyptiObservou-se que eles apresentam uma acao
em sinergia, sendo o cristal nativo mais toxicogde qualquer componente sob a forma
individual, ou em combinacdo (CRICKMOR# al, 1995; PONCEEt al, 1995). Em outro
estudo da toxicidade do Bti pa@hironomus tepper(Diptera: Chironomidae), nhovamente
constatou-se que a toxicidade do cristal nativdbera maior do que as contribuicdes isoladas
de cada componente (HUGHESal., 2005).

A contribuicdo de cada componente ou combinac¢dles ae atividade tdxica do Bti
para todos os géneros de insetos susceptiveisa aidd foi elucidada. Alguns estudos
mostraram que a toxina CryllAa apresenta a maxicidade emAe. aegyptiembora ela
ainda seja inferior aquela do cristal nativo (CRMIBRE et al,, 1995; PONCEt al, 1995).
Alguns estudos também tém sido feitos com o olgetie elucidar o papel téxico de cada
protoxina e seus respectivos fragmentos ativosuiEnestudo da protoxina Cry4Aa e de suas
fracOes ativas em larvas Qeilex pipiensobservou-se que a protoxina Cry4Aa, de 130 kDa,

ou os seus fragmentos ativos, de 20 e 40 kDa,dtmstsoladamente, ndo apresentavam
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toxicidade para as larvas. Quando estas foram w@gesnultaneamente aos dois fragmentos
ativos foi observada a atividade toxica, sugerigde os fragmentos dependem um do outro
para a formacdo de um complexo toxicamente ativo ageoximadamente 60 kDa
(YAMAGIWA et al, 1999). Outro estudo, conduzidos com a Cryllhkanvas deC. pipiens
chegou-se a conclusdo semelhante de que apos agdativla protoxina de 70 kDa em
fragmentos menores, de 38 e 32 kDa, estes tamb@nafam um dimero responsavel pela
toxicidade para essas larvas (YAMAGIWA, 2001).

1.6.2 Estrutura das toxinas

Estudos demonstraram que a estrutura tridimensidaal moléculas das toxinas
CrylAa (ativa para lepidopteros), Cry3A (ativa pa@eodpteros) e Cry2Aa (ativa para
dipteros e lepidopteros) sdo bastante semelhartes QARROLL; ELLAR, 1991;
GORCHULSKI et al, 1995; MORSE; YAMAMOTO; STROUD, 2001). As toxinas
apresentam trés dominios (Fig. 2). O dominio Irestalacionado a insercédo e formacéo de
poros na membrana; o dominio Il é responsavel elonhecimento do receptor e, portanto,
pela especificidade da toxina para o inseto-alvdpminio Ill parece estar envolvido com
ambas as funcbes dos dominios | e Il, além daikdtate da toxina (RAJMOHAN; LEE;
DEAN, 1998). Outros estudos, com as toxinas Cryl&Aa@ry4Ba do Bti, mostraram que
esses trés dominios encontram-se em regides deoati@logia de aminoacidos entre as delta-
endotoxinas; o dominio | € uma regido formada pte @ hélices correspondentes a regiao
N-terminal, o dominio Il por folhaB e uma alfa hélice e o dominio Il apenas por feha
correspondendo a regido C-terminal da toxina (BOBERIg; ELLAR; LI, 2003; REVINAet
al., 2004). As estruturas tridimensionais das prot@xiCry4Aa e Cry4Ba, foram descritas
recentemente e evidenciou-se a presenca dos medonuisios estruturais, confirmando
assim uma estrutura tipica de toxinas que agenbwaconhecimento de receptores nos
insetos-alvo (ANGSUTHANASOMBAEt al, 2004).

Dentre as 150 sequéncias de toxinas Cry dald@itificadas até agora, chegou-se a
conclusao, por analise de homologia de sequémpiasaproximadamente 120 delas carregam
uma estrutura comum composta por trés dominios QRRIORE, 2005). A alta atividade
inseticida do Bti, associada aos recentes estudogstiutura das toxinas Cry, aponta
claramente que a acao destas toxinas dependesdzcind desses dominios com receptores do

epitélio intestinal das larvas.
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Dados preliminares utilizando a Cryl1Aa em ensdébgacao com preparacdes ricas
em microvilosidades intestinais de insetos dipt@rdeam a sua ligacdo a proteinas de 148
kDa em Anopheles stephense de 78 kDa emTipula oleracea (FELDMANN;
DULLEMANN; WAALWINJK, 1995). Ensaios de natureza qualitativa sugerem que 0s
possiveis receptores para as toxinas CryllAa eBaryn larvas déde. aegyptisejam
proteinas de 62 e 65 kDa (BUZDK al, 2002). Estudo recente utilizando preparacoes rica
em microvilosidades intestinais (BBMF) ée&. aegypte a toxina CryllAa do Bti, apontou
gue a alfa-hélice 8 localizada no provavel domihaa toxina Cryl1Aa, ainda sem estrutura
tridimensional conhecida, seria um importante @uit@nvolvido nas interagdes com o
receptor dessa toxina no epitélio Ae. aegypti(FERNANDEZ et al, 2005). Apesar de
alguns dados ja disponiveis, ndo foi realizada meahanalise através de ensaios de ligacao
quantitativos, que caracterizasse a interacdoakasas do Bti com os receptores do epitélio

intestinal deAe. aegypti.

Domain 1

Figura 2. Estrutura esquematica da delta—endotoxina Cry4Baeghio azul representa o
dominio I, formado por sete alfa-hélices e respegigdela formacéo de poros, a regido verde
corresponde ao dominio Il, responsavel pela ligat@doxina ao receptor e a regido roxa
corresponde ao dominio Il que age tanto no recontemto do receptor quanto na
modulacao do canal idnico (modificado a partir @INSERM; DAVIS; ELLAR,2005).

1.6.3 Interacao das toxinas com receptores

A acao inseticida de natureza seletiva do Bti imditaramente que suas toxinas
necessitam interagir com receptores presentes nédrapa apical do epitélio intestinal das
larvas-alvo, a exemplo do que ocorre entre a toxinaria doB. sphaericu® larvas de€Culex
e AnophelegSILVA-FILHA; NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1997), bentomo entre as
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toxinas Cryl doB. thuringiensisativas para larvas de lepidopteros (GARCZYNSKI;
ADANG, 2000). Nestes casos as toxinas reconhecampteres especificos do epitélio
intestinal que tém sido identificadas e caractdaza

As sorovariedades do Bturstaki e aizawavém sendo empregadas desde a década de
1960 no controle de lepidGpteros e a maior parteadecimento obtido sobre a interacdo é
proveniente de estudos com as toxinas Cryl. Ndsteoumodelo, as toxinas Cryl ativas
ligam-se a receptores especificos da membrana deli@pintestinal, promovem o
comprometimento do equilibrio osmoético destas eéluldevido as alteragbes na
permeabilidade das membranas apicais, que resuttamentumecimento e posterior
rompimento celular (KNOWLES; ELLAR, 1987). Algunsceptores de toxinas Cryl &o
thuringiensispresentes no meséntero de larvas de lepidoptarmsamoManduca sexta,
Lymatria dispar, Heliothis virescenB|utella xylostellae Bombyx morja foram identificados
e caracterizados (GARCZYNSKI; ADANG, 2000). Os ngioees caracterizados pertencem a
trés classes de proteinas: as aminopeptidaseqea faumilia das caderinas. Recentemente,
uma fosfatase-alcalina de 65 kDa ligada ao epitétestinal de larvas dée. aegyptatravés
de uma ancora glicosilfosfatidilinositol (GPI) foaracterizada como sendo o receptor da
toxina Cryl1Aa, esta € a primeira identificacAaidereceptor para toxinas de Bt em dipteros
(FERNANDEZet al, 2006).

A ligacdo das toxinas as microvilosidasesepitélio intestinal das larvas € o processo
mais importante no modo de ag&o das toxinas. Erpeatbsin vitro de natureza quantitativa,
utilizando fracdes ricas emmicrovilli do epitélio intestinadas larvas (BBMF) e toxinas
mostraram que a ligacado da toxina ao receptor progesso que ocorre em duas etapas, uma
reversivel e outra irreversivel. Na primeira etaparre o reconhecimento do receptor que é
reversivel e pode levar a dissociacdo do complexiod-receptor, na segunda etapa, ocorre a
insercdo da toxina na membrana apical da célulmamoio a ligacdo irreversivel
(RAJAMOHAN; LEE; DEAN, 1998). Em alguns casos egistma correlacdo direta entre a
afinidade da ligacdo do complexo toxina-receptarrespectiva toxicidade vivo observada
para as larvas (HOFMANNt al, 1988; LEEet al, 1992). Entretanto, existem casos em que
a toxina € altamente ativa para o inseto-alvo, céroacaso da CrylAb e larvas ldedispar,
porém ndo se observa uma boa afinidade nos endaidgacaoin vitro entre toxina e
receptor. Testes com as toxinas CrylAa e CrylAbtna@sn que estas toxinas possuem
afinidade in vitro semelhante aos receptores Ble mori mas os efeitos biolégicos sao
distintos sendo a CrylAa 100 vezes mais toxica do que a CrylAb (IAA& al 1993).

Neste caso, ficou demonstrado que, embora esgaadce liguem com a mesma intensidade
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ao epitélio intestinal das larvas Be mori, a ligacdo da CrylAb é um processo muito mais
reversivel que o da CrylAa, o que leva a conclue g toxicidade esta diretamente ligada a

etapa irreversivel da ligacéo.

1.7 Resisténcia

Experiéncias em campo com o Bti, em uso ha mai®0danos, revelam que ndo ha
registro do aparecimento de resisténcia a estetegen parte dos insetos alvo (BECKER,;
MARGALIT, 1993). As toxinas produzidas pelo Bti ageem sinergia, o que dificulta a
selecdo de mecanismo de resisténcia, sendo estaeréstica uma das principais vantagens
deste entomopatégeno. Ensaios de selecdo de ldevasulicideos, sob condigdes de
laboratério, utilizando toxinas individuais ou camdg;6es de duas ou trés toxinas mostram
que o desenvolvimento de resisténcia é inversamaieorcional ao numero de toxinas
empregado na selecdo (GEORGHIOU; WIRTH, 1997). Asoalos inseticidas quimicos, ja
foi amplamente registrada a ocorréncia de resistéde vetores as diversas classes de
inseticidas utilizados (BROGDON; MCALLISTER, 1998EMINGWAY; RANSON,
2000). O Bti apresenta um modo de acao extremanedintz e uma complexidade que o faz
anico dentre os demais agentes de controle biaddiena andlise da susceptibilidade de
populacdes dée. vexansla Alemanha, expostas ao Bti durante 10 anos, ca@aquela
de insetos de areas nao tratadas, chegou a valordgres (BECKER; LUDVWIG, 1993).
Conclusdes semelhantes foram obtidos por Kurtdkal., (1989) apés avaliarem a
susceptibilidade d8imulium damnosuswo Bti, apds 7 anos de uso deste larvicida no oleste
Africa.

O Bti também tem grande utilidade para evitar lecé® de larvas d€ulex ao
entomopatdégend3. sphaericus(Bs). Estudos mostram que o modo de acadBdoaillus
sphaericus baseado na presenca de uma Unica toxina, favoraparecimento de larvas de
Culexresistentes. Para resolver esse problema, testrammbinacdes da toxina Bin com as
toxinas do Bti para larvas deulex quinquefasciatusesistentes e constatou-se que algumas
dessas combinacdes foram toxicas para as larvaerreiete da maior complexidade das
toxinas em acao (WIRTHt al 2004). Mais adiante, avaliou-se o0 potencial decé® de
resisténcia, em larvas de. quinquefasciatustratadas com a toxina binaria, sozinha ou
combinada com a toxina Cyt1A do Bti (WIRTéd al.,2005). Observou-se apés 20 geracoes,
que larvas expostas a toxina binéria apresentavamrasisténcia de 1.000 vezes, enquanto

que aquelas tratadas com uma mistura da toxinaidiedyt1A ndo apresentaram alteracéo
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de sua susceptibilidade. Sugere-se que se fagaéalteéa no uso do Bs com o Bti, no intuito
de diversificar o namero de toxinas utilizadas ecanesmos de acdo, e dificultar o
aparecimento da resisténcia (SILVA-FILHAal, 1997; REGISt al, 2001).

1.8 Justificativa

Ao contrario do conhecimento sobre as toxinas @nBdthuringiensis ativas para
insetos-praga na agricultura, pouco se sabe sobr®dp de acdo dessas proteinas com
atividade para dipteros como Ae. aegypti Ainda ndo se conhecem 0s mecanismos
envolvidos na ligacao das toxinas do Bti aos pessiteceptores e este estudo € fundamental
considerando a grande importancia deste agenteangsanhas de controle éde. aegyptno
Brasil, e particularmente no estado de Pernamb@opresente estudo de avaliagao
quantitativa da interacdo das toxinas do Bti coepitélio de larvas dAe. aegypteé inédito e

representa uma contribuicdo relevante para a cangée do modo de acéo do Bti.
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2 PERGUNTA CONDUTORA

Quais os mecanismos envolvidos na interacdo dasamxCryllAa, Cry4Aa e Cry4Ba

do Bacillus thuringiensisvar.israelensigBti) com o epitélio intestinal de larvas do vefa.

aegypti?
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar a interacao das toxinas Cryl1lAa, Cayd Ary4Ba do cristal ddacillus
thuringiensissvar. israelensiscom o epitélio intestinal de larvas do vetdedes aegypti

através de ensaios de natureza quantitativa

3.2 Objetivos especificos
— Determinar a capacidade de ligacdo especificaakiisas Cry, as preparacdes ricas em
microvilli do epitélio intestinal de larvas de. aegypt(BBMF).

— Comparar a capacidade de ligacdo especifica enidade de cada toxina Cry as
preparacdes de BBMF.

— Auvaliar a ocorréncia de sinergia entre as toxingsna possivel interacdo com receptores

especificos presentes nas preparacdes de BBMF.

— Comparar os dados de interag@eitro com a atividadén vivode cada toxina para larvas

deAe. aegypti
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4. METODOLOGIA

4.1 Colbdnia de mosquitos

Neste trabalho foi utilizada uma colénia Aedes aegyptidenominada Recife-Lab,
formada a partir de ovos coletados em bairros difé&ke mantida ha 10 anos no insetario do
CPgAM sob condicdes controladas: temperatura de 2€, umidade relativa média de 70%
e o fotoperiodo de 12:12 h (luz:escuro). As larff@mam mantidas em agua desclorada e
alimentadas com racdo comercial para gatos (Wik&s adultos foram alimentados com

solucéo de acucar a 10% e as fémeas fizeram aoeggagjiiineo em aveSdllus sp).

4.2 Preparacao de fragdes ricas emicrovilli intestinal

Larvas do ¥4° estadio, armazenadas a —70°C, foram utilizadas qiater preparacées
ricas em microvilli intestinal (BBMF). A técnica baseia-se no isolatoeparcial de
membranas apicais através de centrifugacao difetenprecipitacdo seletiva de membranas
baso-laterais utilizando ions de magnésio (Anexdd )acordo com Silva-Filhet al., (1997).

A gqualidade das preparacdes foi avaliada atravédodagem de proteinas pelo método de
Bradford, (1976) e do enriquecimento da leucinanapeptidasg EC 3.4.11.1) e da-
glicosidase (EC 3.2.1.20), que sdo enzimas maraadtamicrovilli intestinais. O método de
Bradford baseia-se na deteccéo de proteinas antiizama curva padrao de albumina de soro
bovino e o reativo especifico (Biorad), sendo assiras avaliadas em espectrofotbmetro a
uma absorbancia de 595 nm. A atividade leucina @peiptidase foi determinada a partir da
incubagéo de 2@l da amostra em 1 ml do tampao Tris 260 mM/NaCl &6@, pH 7.8,
contendo 1 mM do substrato L-leucina-4-nitroaniliegma), & temperatura ambiente (25°C).
A leitura das amostras foi feita em espectrofotdmat405 nm e a atividade foi determinada
através da variacdo da absorbancia por minuto,remi@mrama de proteinaA@bs 405
nm/min/mg), durante 5 minutos. A atividade daglicosidase foi avaliada a partir da
incubacdo de 2pg de proteina da amostra em | ml do tampéo Tris-HIOl MM pH 6,5,
contendo KCI 130 mM/MgGI5 mM/CaC} 10 mM e 2 mM do substrato p-nitropheroyb-
glucanopyranoside (Sigma) apés duas horas de ipgakm 37C. A leitura das amostras foi
feita em espectrofotometro a 405 nm. A atividadedi&terminada através da variacao da

absorbancia a 405 nm por hora e por miligrama dagejma QAbs 405 nm/h/mg). O
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enriquecimento enzimatico foi dado pela razdo eatagividade observada na amostra de
BBMF (Anexo 1, P4) e aquela detectada na amostragfmndente ao homogenado inicial de

larvas inteiras (Anexo 1, S'O + SO).

4.3 Producao das biomassas bacterianas

As toxinas doBacillus thuringiensissvar. israelensis(Bti) utilizadas nos ensaios de
ligagéo foram produzidas individualmente a pamirrédcombinantes dB. thuringiensiscepa
4Q2-81, transformados com 3 plasmidios distintésfg#0, pHT606, pHT618 contendo os
genes que codificam respectivamente as toxinasl®g;1Cry4Aa e Cry4Ba (DELECLUSE
et al, 1993; PONCETet al, 1993). As amostras destes recombinantes forarlrgente
cedidas pela Dra. Armelle Delécluse (Institut RastdParis). As toxinas foram obtidas
individualmente para sua analise. Para a obtene&ocdlturas foram utilizados papelotes
impregnados com esporos correspondentes as tré&s agepombinantes envolvidas. Os
in6culos foram realizados em 120 ml de meio pBexillus thuringiensis(Anexo 2)
acrescidos de glicose 30% (1% final) e de eritromi¢25ug/ml final). Os meios contendo o
indculo foram incubados durante 72 horas &36m mesa agitadora a 200 rpm. Apds a
incubacéo, foram retiradas amostras das culturasveaificar o nivel de esporulacdo através
de observacdo direta no microscépio 6ptico. As bhesas (células vegetativas, cristais e
esporos) das culturas que atingiram um nivel deralggdo> 60% foram recuperadas por
centrifugacdo 12.000 rpm, durante 15 minuto@ @Beckmafi rotor JA14). As amostras
foram lavadas com uma solugédo de NaCl 1 M/EDTA &M e depois uma solucéo de
EDTA 100 mM, intercaladas de centrifuga¢cdes seg@asdoondi¢cdes citadas anteriormente, e
por fim armazenadas a —#0 Para sua utilizacdo em bioensaios (vide itematdiomassa
foi liofilizada, e para os ensaios de competigéwivo, ela foi submetida ao gradiente de
sacarose para a obtencdo de cristais (vide itemMeSte trabalho também foi utilizada uma
amostra liofilizada da cepa IPS82 (Bti nativo), siderada padréo de referéncia internacional,

produzida pela Unidade de Bactérias Entomopatogdméasstituto Pasteur.

19



Interagdo das toxinas Cry doBacillus.... Henrique Beltrédo

4.4 Bioensaios

A avaliacdo da atividade inseticida vivo das toxinas Cry do Bti parae. aegyptifoi
feita através de bioensaios utilizando larvas Hestadio jovens, de acordo com metodologia
previamente descrita (WHO, 1995). Nos bioensawm$ammas foram expostas a concentracées
obtidas a partir de uma suspenséao (5 g/L) de bisends cada protoxina Cry liofilizada em
dgua destilada (vide item 4.3). Em cada ensaionfotdilizadas trés réplicas de 6
concentracdes, além do controle ndo tratado. Céphca foi constituida por 20 larvas
colocadas em 100 ml de agua destilada em recigigdsticos. As concentracdes utilizadas
nos ensaios resultaram em valores de mortalidade £0 e 95%. O registro da mortalidade
foi feito apds 24 h de exposicdo. Os ensaios faegpetidos trés vezes para a validacdo dos
resultados. A concentracdo de toxina letal para 88%clarvas (Cig) em 24 h de exposicéo
foi estabelecida através da analise de prébitd$NEYN, 1971), utilizando o programa SPSS
10.0.

4.5 Contagem de esporos

A qualidade da biomassa liofilizada utilizada nasehsaios, foi avaliada a partir da
quantificacdo de esporos nas amostras. Existe slma@ap pard. thuringiensisem que a
producdo de um esporo, no citoplasma da célulaegmonde a respectiva producdo de um
cristal. Dessa maneira, a concentracado de esperaste inferir a existéncia equivalente de
inclusbes de cristais na biomassa e, consequentemele atividade inseticida. A
quantificacao foi feita através da determinacao@nero de unidades formadoras de colbnia
por mililitro (UFC/ml). Para tanto, foi preparadaa suspensao (peso/volume) contendo 10%
da biomassa liofilizada de cada uma das amostasadas. Esta suspensédo, foi submetida a
um choque térmico (80°C por 12 minutos e 0°C ponirtutos), eliminando assim as formas
vegetativas e deixando apenas 0s esporos viavaiseguida foram feitas diluicbes seriadas
e amostras de fil das respectivas diluicbes foram aplicadas emocpuntos diferentes de
uma placa de Petri contendo meio agar nutritivae¢@n3). As placas foram incubadas por 18
horas a 3fC. Apos a incubacéo foi feita a contagem do nlnder@ol6nias presentes nos
pontos de cada placa. O valor médio em UFC/ml pada uma das biomassas utilizadas nos

bioensaios foi obtido a partir da avaliacdo de@iplacas.
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4.6 Processamento e marcacao das toxinas

A biomassa armazenada a 2Q0foi utilizada para a obtencdo de cristais e por
conseguinte de lotes de toxina ativa para os ens#eoligacdo. A amostra de biomassa
constituida de cristais, esporos e células vegatafoi submetida a um gradiente contendo
sacarose & 67%, 72%, 79% e 84%, e centrifugadiiBet rotor SW 28) & 25.000 rpm,
durante 20 minutos &#@ (Anexo 4). Apos esse processo, foi feita a amalicroscopica das
fases formadas pela ultra-centrifugagéo, e aquelas em cristais, foram selecionadas para o
processamenton vitro. Este consiste de etapas descritas mais abaixo,sigudam o
processamentim vivo que ocorre no meséntero das larvas. Os cristamfeolubilizadas em
NaOH 50 mM durante 1 h a 30°C e, em seguida, ataanfus neutralizada para atingir um
pH 9 com Tris 1 M pH 7,4. A ativacao das protoxif@deita com a tripsina bovina (Sigma)
durante 1 h a 37°C, na proporcédo de 1:10 (enzimizina), seguida da dosagem de proteina.
A amostra foi submetida a dialise, em tampao N&#2 M (0,02 M NaHPOy/NaH,PO,) pH
8, em uma etapa de 4 horas e outra de 16 hor8€, &4ando necessario, as amostras foram
concentradas utilizando polietilenoglicol (15.00@0-000 kDa) a fim de obter amostras com
concentracdo> 1mg/ml. Para verificar a eficAcia da ativacdo alidade das toxinas
processadasn vitro, foi feita a separacdo eletroforética (SDS-PAGH) gel de bis-
acrilamida a 12%, das amostras do cristal apésaudilizacéo, e da toxina ativada obtida ao
final do processo. Nesta etapa, foi determinadadvgo de fragmentos clivados, resultante do
processamentm vitro. Apos a verificacao, foi adicionada azida sédidaN, 0.02% final)
aos lotes de toxina que foram armazenados a 4°C.

As toxinas Cry, apdés processameimtwitro, foram marcadas com iod&1 (Amersham
Biosciences), segundo Nielsen-LeRoux e Charle®2)1RA marcacdo de cada toxina foi feita
através da incubacéo entre 1@pde proteina e 0,5 mCi de iod8’] na presenca do reagente
de iodinacao (esferas de N-cloro-benzeno sulfor@miem tampédo PBS pH 7.4 (N&D,

2.1 mM/NaHPQ, 14 mM/NaCl 150 mM) durante 13 minutos, a tempeeaambiente. Apés
a incubacao, a proteina marcada foi separada dolila@ através da passagem da amostra
em coluna GF-5 (Pierce), seguida da eluicédo de sete volumes @g2@o tampéo PBS. Os
trés volumes finais continham a proteina marcaidacen coletados. Apds o procedimento de
iodinacdo foram determinadas a concentracdo deeipeotda amostra e a sua atividade

especifica (cpm/pmol de proteina).
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4.7 Ensaios de ligacam vitro

Para identificar e caracterizar a capacidade @gdig das toxinas Cry do Bti ao epitélio de
Ae. aegyptiforam conduzidos ensaios de ligagdwitro entre cada toxina marcada coff’ |
e as preparacdes de BBMF de larvas. A metodoldgiaada para os ensaios de ligagao
vitro foi baseada em Nielsen-LeRoux e Charles (1992) hea-Gilha et al. (1997). As
incubacdes foram feitas em microtubos de poliestirem um volume total de 10, em
tampédo PBS pH 7,4. Nas competicGes homologas/hegasde para os ensaios de saturacao,
as amostras foram incubadas durante 16 horas; gmrainéticas de associacdo e de
dissociacdo as amostras foram incubadas por &téré8. Todos os ensaios foram realizados
a temperatura ambiente. ApOs a incubacédo, a tokg@mla a BBMF foi separada do
sobrenadante por centrifugacdo (8.#)0L5 minutos, 2C) As amostras de BBMF foram
colocadas em liquido de cintilacdo (ScintiSafe BlJug analisadas em um contador de
emissdo de particulas beta (Wallac-Pharmaci®s dados obtidos nos ensaios de ligacéo
foram analisados pelo programa Prisfior Windows.

Competicdo homélogaDetermina a capacidade de uma toxina ligar-se #gg@ecente a
BBMF. Foi incubada uma concentracédo fixa de toximacada (30 nM) e uma quantidade
fixa de BBMF (25ug), na presenca de concentracdes crescentes |{4L@a toxina nao

marcada, que agiu como competidor homologo.

Competicdo heterdloga. Determina a capacidade de competicio de uma toxina
heter6loga ndo marcada, pelo sitio de ligacdo dinaomarcada. Foi incubada uma
concentracdo fixa de toxina marcada (30 nM) e umantidade fixa de BBMF (2fg), na
presenca de concentracdes crescentes ((M)ae uma toxina heteréloga ndo marcada, que
agiu como competidor heterélogo. Foram realizadasies utilizando as diferentes toxinas

Cry do Bti para avaliar a competicdo destas pelesmos sitios.

Curva de saturacao.Determina a capacidade de saturacdo de uma ligesgerifica,
qguando se estabelece o equilibrio da reacdo. Fmeubadas concentracdes crescentes (8-
200 nM) de toxina marcada e uma quantidade fixBBMF (25 pg). Esta série experimental
foi feita na auséncia de toxina livre para estimarapacidade de ligacao total. Outra série

idéntica foi incubada na presenca de um excesstoxdea ndo marcada (1QM) para
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determinar o nivel de ligacdo ndo especifica olaskr{‘back-ground”). A ligacdo especifica

€ a diferenca entre o valor da ligacéo total elorda ligacdo ndo especifica.

Cinética de associacdo e de dissociac@etermina a capacidade de associacdo de uma
toxina marcada a BBMF ao longo do tempo, e avatiapacidade de dissociacdo, quando um
excesso de toxina ndo marcada € adicionada ao Faiam preparados e analisados trés
grupos experimentais, contendo um volume totalndelbac&o suficiente para a retirada de
amostras de 100l, em duplicata, de acordo com o0s tempos de aiageconizados nesse

estudo.

— Grupo de associacéo total: Foi incubada uma coraggit fixa de toxina marcada (30
nM) e uma quantidade fixa de BBMF (R§). Amostras de 10Ql foram coletadas apos
0, 1, 2, 4, 8 e 24 horas de incubacéo. Nessas m@mdst avaliado o padrdo de associacao

total da toxina.

— Grupo de associacdo ndo-especifica: uma sérieimgraal idéntica a anterior foi feita na
presenca de um excesso de toxina ndo marcadaM)OAmostras de 10Qul foram

coletadas nos mesmos intervalos, para determiigagio ndo-especifica.

— Grupo de dissociacao: Foi incubada uma concentrii¢g@ae toxina marcada (30 nM) e
uma quantidade fixa de BBMF (2fg), durante 24 h. Apds esse periodo foi adicionado
um excesso de toxina ndao marcada(i). Amostras de 10Ql foram coletadas 24, 25,
26, 28, 32 e 48 horas para avaliar a capacidaddis$®ciacdo da toxina marcada,

previamente ligada a BBMF-.
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5 RESULTADOS
5.1 Avaliagéo das biomassas

Foram obtidas as biomassas correspondentes as cepasibinantes deBacillus
thuringiensis que codificam individualmente as toxinas Cryll&ay4Aa e Cry4Ba. Uma
vez obtidas essas biomassas, foram feitos semmiosezo sélido, para determinar o nimero
de unidades formadoras de colénia por mililitro QAfl). O nivel de esporulacdo das
biomassas indica 0 seu potencial toxico, visto gsiecristais sdo produzidos durante esse
processo.

Os resultados obtidos mostram que todas as biomapsesentaram um nivel elevado de
esporulacéo (>F) e que estavam adequadas para avaliar a atividsglécida das diferentes
toxinas Cry, através de ensaios de toxicidadeivo realizados neste trabalho. A maior
esporulacéo observada foi da biomassa Cry4Aa coca e 9,2 x 10esporos/ml, seguida

por Cry4Ba e Cryl1Aa com valores aproximados deegporos/ml (Tab. 3).

Tabela 3.Unidades Formadoras de Col6nia por mililitro (URGQ/das biomassas das cepas

deBacillus thuringiensisecombinantes expressando as toxinas Cryl1Aa, GredBry4Ba.

N° médio de UFC

CryllAa Cry4Aa Cry4Ba
Placa* (diluicdo 10°) (diluicdo 10" (diluicéo 10°)
1 41,8 6,2 1,0
2 42,0 5,4 3,4
3 27,2 4,2 9,6
4 20,4** 2,6 5,2
5 33,4 12,0** 5,8
Médiat SD 36,1+ 7,1 4,6+ 1,6 6,0+ 2,6
UFC/mI 7,2 x 16 9,2 x 16 1,2 x 16

* Em cada placa foi feito o semeio daubda respectiva diluicdo em 5 pontos distintos e a
média foi obtida a partir dos resultados de 4 glaca

** Amostra eliminada da média e do desvio padrao.
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5.2 Bioensaios: atividade larvicidain vivo

A atividade larvicida das biomassas liofilizadamtendo as toxinas Cry do Bti foi
analisada através de bioensaios, utilizando lad@s3/4° estadios deAe. aegypti.As
concentragdes letais para 50% de larvasdGixpostas durante 24 h as toxinas testadas estao
apresentadas abaixo (Tab. 4). A toxina Cry4Ba aptes a maior toxicidade, seguida da
CryllAa e Cry4Aa. A concentracdo letal da cepardat nativo, usado como controle, foi
de 0,023 mg/l (MELO SANTOS, 2001). A comparacgadakécidade do cristal nativo com os
diferentes componentes téxicos da familia Cry naostaramente a sua superioridade em
termos de atividade inseticida. A toxicidade dsteatiCry4Ba foi a mais elevada, alcancando
uma Clsp 5 vezes superior aquela do cristal nativo. O ari€ryl1Aa mostrou a segunda
contribuicdo mais importante seguido da Cry4Aa gpesar de uma biomassa com excelente
nivel de esporulacéo, apresentou umgyCérca de 500 vezes superior aquela do cristal (Tab.

4). Os dados detalhados desta analise estao deswitAnexo 5.

Tabela 4. Atividade téxica das biomassas produzidas pelaascegcombinantes dgacillus
thuringiensis expressando isoladamente cristais contendo asatoxiryllAa, Cry4Aa e
Cry4Ba, e pela cepa IPS-82, para larvas°d @stadio dé\edes aegypti

CLsomg/F

Toxina N° de ensaios Média+ SD
CryllAa 3 1,350+ 0,230
Cry4Aa 3 13,046+ 4,040
Cry4Ba 3 0,123+ 0,050
Bti nativa' 3 0,023 + 0,002

! Liofilizado padrdo IPS-82 fornecido pelo InstitiRasteur (Franca).

2 Concentracao letal para 50% das larvas apos 24 lierexposicao.

25



Interagdo das toxinas Cry doBacillus.... Henrique Beltrédo

5.3 Avaliacéo de preparacdes ricas emicrovilli intestinal

Foram feitas preparacfes ricas emcrovilli do epitélio intestinal (BBMF), para
avaliar a capacidade de ligagaovitro das toxinas Cry do Bti, ao meséntero das larvasede
aegypti As preparacdes de BBMF foram feitas a partir ateals inteiras de’81° estadio,
segundo metodologia descrita anteriormente (SILWVAHA et al, 1997), com a finalidade
de garantir um rendimento protéico final adequadmn haver necessidade de dissecar um
grande numero de larvas. A andlise das preparagdstsou que o rendimento protéico foi de
1,28+ 0,63 mg de proteina de BBMF por grama de larvesras utilizada na preparacgao.
Isto corresponde a cerca de 4% das proteinas eadastno homogeneizado inicial de larvas.
As preparacbes mostraram a presenca de atividadienaita de ambas as enzimas
marcadoras de membrana utilizadas. O enriguecimesitionado a partir da comparacao entre
a atividade observada na BBMF e no homogeneizadnalinde ambas as enzimas
marcadoras, é cerca de 5 vezes e demonstra quédVi& BBica em membranas apicais do
epitélio intestinal, portanto adequada para o estieinteracdo das toxinas Cry (Tab. 5). Os

dados detalhados desta andlise estao descritosaxm/A.

Tabela 5. Avaliacdo de preparacdes de fracoesmierovilli intestinal (BBMF) de larvas ¢
Aedes aegyptilo 3/4° estadio a partir da atividade de enzimas marcaddeamembran:
leucina aminopeptidase - LAP (EC 3.4.11.1b)-glicosidase — GLI (EC 3.2.1.20).

Atividade especifica

Enzima N°de amostras Homogeneizado BBMF Enriquecimentd
LAP 11 0,089+ 0,01 0,42+ 0,14 4,68+ 1,36
GLI 11 3,250 +£ 0,64 15,52+ 5,61 4,85 1,57

! Variacdo da absorbancia & 405 nm por hora, outmipor miligrama de proteinAAbs 405
nm/tempo/mg), respectivamente para a GLI e parara L

2 Raz&o entre a atividade especifica da BBMF e agiehomogeneizado inicial de larvas
inteiras.
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5.4 Processamentan vitro das toxinas

Para realizar o estudo da capacidade de ligacadosdams Cry as preparacfes de
BBMF, foram obtidas as toxinas ativas a partir ducpssamentm vitro das biomassas. Este
processamento, simula os eventos de solubilizagé@ristais e protedlise das protoxinas que
ocorremin vivo, no meséntero das larvas, quando elas ingerenutoo@d base de Bti. Na
primeira etapa, correspondente a solubilizacaadstis, foi possivel observar a presenca de
uma banda majoritaria de 70 kDa para a protoxind T%a e uma banda de 130 kDa para
Cry4Aa e Cry4Ba (Fig 3A). O tratamento das protagioom a tripsina bovina, nas condi¢cdes
estabelecidas neste trabalho, causou uma protgéiisado os seguintes fragmentos tripsina-
resistentes: peptideos de 38 e 30 kDa para CryM#\a,20 kDa para Cry4Aa e 45 e 18 kDa
para Cy4Ba (Fig 3B).

A B

kDa PM Cry11Aa CrydAa Cry4Ba kDa PM Cryl11Aa Cry4Aa Cry4Ba

160- - 160-
120~ b N 120.

1§§: 100-
e — 8-
70 70-
60- 60-
50-% 50-
40- 40-

* a—

0y 30-0
257 25 -

20— 209 *

Figura 3. Separacéo eletroforética (SDS- PAGE) a 12% de @asode cristais contendo as
protoxinas CryllAa, Cry4Aa e Cry4Ba dacillus thuringiensissvar. israelensisapés a
solubilizacdo (A) e ap06s a ativacdo com tripsingire (B). Marcador de peso molecular

(kDa) a esquerda.

Neste trabalho foram conduzidos cerca de 10 prasessosn vitro de cada amostra
de cristais de toxina Cry. Apesar de algumas vaescos fragmentos ativos descritos acima
representam o padrdo encontrado com maior regatlricapdés a protedlise. Em alguns
ensaios observou-se um padréo de proteinas quagrareer produtos intermediarios da agéo
da tripsina, entretanto, todos os lotes de toxtii@ados neste trabalho apresentaram o perfil

padréo representado na Fig. 3B.
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5.5 Ensaios de ligagao

5.5.1 Competicbes homadlogas e heterdlogas

Os ensaios de competicdo mostraram que as tokingslAa, Cry4Aa e Cry4Ba
ligam de forma especifica a BBMF de&. aegyptiFig. 4) Este € o primeiro trabalho que
demonstra, de forma quantitativa, a capacidadeigigdo das toxinas Cry dBacillus
thuringiensissvar. israelensisa membrana apical do epitélio intestinal (BBMF) ldevas
desta espécie. A capacidade maxima de ligacdo ispede cada toxina marcada foi
determinada na auséncia de um competidor, apésnaubacao de 16 horas. A ligacdo das
toxinas Cry4Aa e Cry4Ba foi de cerca de 3 pMol/negpdoteina de BBMF, sendo a ligacdo
da toxina Cryl1Aa mais discreta (Tab. 6).

Os ensaios de competicdo homodloga realizados mosjug a ligacdo das toxinas é
especifica, pois a adicdo de concentracfes crescelnt competidor deslocam a toxina
marcada () previamente ligada & BBMF (Fig. 4). O nivel dgalifo ndo especifica
detectado corresponde a base da curva de deslacadwmnrespectivos competidores, cerca
de 30% na maioria dos ensaios realizados (Figem)cada modelo de competicdo homéloga
foi determinado o 1€, que € a concentracdo do competidor capaz decde$l0% da toxina-
I'?° ligada & BBMF, e este é um parametro que indigeaa de afinidade da ligacdo entre a
toxina e o receptor. Foram observados valores rmédm 88, 99 e 521 nM de 4§
respectivamente para as toxinas CryllAa, CrydAaydBa em competicdes homologas.
Nota-se que a afinidade da toxina Cry4Ba pelo siédigacdo na BBMF dée. aegyptié
claramente inferior as demais, embora a atividedeivo da biomassa detectada neste
trabalho tenha sido a melhor (Tab. 4).

Os ensaios de competicdo heteréloga conduzidos aomoxina CryllAaf’,
mostraram que as toxinas ndo marcadas Cry4Aa eB@rgdo capazes de deslocar a toxina
CryllAa- [?°e conseqiientemente competem pelos mesmos sitigagio (Fig. 4A), sendo
a afinidade da toxina Cry4Aa maior do que a do aidpr heter6logo Cry4Ba, de acordo
com os valores de Kgobtidos (Tab. 6). No caso especifico do compet&iyriBa, ndo foi
possivel determinar o kgatravés do programa PRISMe, neste caso, foi adotado umdC
aproximado de 5.000 nM, baseado na observacaa dicet valores desta competicdo no
gréfico (Fig 4A).
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Os respectivos ensaios de competicdo heterdlogako teomo toxinas marcadas a
Cry4Aa-I**® e Cry4B-* mostraram um comportamento semelhante aquele a@loepara a
toxina Cry11Aa-1* (Fig 4, B e C). Os resultados das competicdesdietms demonstraram
que as trés toxinas Cry do Bti competem pelos msssitios e partilham uma classe de
receptores presentes nas preparacdes de BBMHjF#y.analise dos valores desj®btida a
partir dos ensaios (Tab. 6) mostram que as toxtydlAa e Cry4Aa possuem uma
afinidade pelos receptores semelhante e maior d@aquela observada para a toxina Cry4Ba,
que mostrou a menor capacidade de competicéo gidilms de ligacdo, nos ensainsvitro.

Os dados obtidos mostram que nenhuma das toxinagpgtesentam uma afinidade
elevada pelo sitio de ligacdo da BBMF no modeladsgto, apesar da elevada atividade
inseticida do cristal do Bti para larvas Ale. aegyptiOutro aspecto investigado nos ensaios
foi o eventual incremento da ligagcdo das toxinascawas na presenca de outro componente
Cry. Em todos 0s ensaios observou-se que a preslanigina heter6loga em concentracao
equimolar (30 nM) ou superior aquela da respectovana marcada, ndo provocou um
aumento da ligacdo a BBMF, demonstrando que a eiasée sinergia entre as toxinas para o
reconhecimento do receptor, nestas condigcfes expatais. Os dados detalhados desta
andlise desta sec¢do estdo descritos no Anexo 7.

Tabela 6. Ensaios de competicbes homologas e heterdlogas asttoxinas Cry 11Aa,
Cry4Aa e Cry4Ba d®acillus thuringiensisvar.israelensisnarcadas tf°) e preparacées de
fracdes denicrovilli intestinal (BBMF) de larvas deedes aegyptio 3/4° estadio

N° de Ligacéo especifica Competidor ICso™

Cry-I'#° ensaios  pMol/mg (Médiax SD) homologo/heterdlogo  (nM)
11Aa 3 1,64+ 0,41 11Aa 88+ 36
4 4Aa 105+ 60

5 4Ba >5.000
4Aa 6 3,02+ 1,04 11Aa 162+ 85
4 4Aa 99+ 3
6 4Ba 411+ 181
4Ba 3 2,84+ 1,08 11Aa 141+ 42
2 4Aa 161+ 29
3 4Ba 521+ 334

! Concentracéo do competidor que desloca 50% daaokf” ligada & BBMF.
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Figura 4. Ensaios de competicéio vitro entre as toxinas Cryl1Aa (A), Cry4Aa (B) e Cry4Ba
(C) do Bacillus thuringiensissvar. israelensis marcadas com iodo ‘tf), e fracdes de
microvilli intestinal (BBMF) deAedes aegyptiCompeticdes entre 30 nM de toxina Cri=|

25 ug de BBMF e concentracbes crescentes (QiM) de competidor homdlogo ou
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heterélogo, durante 16 h, a temperatura ambiendegr@ficos mostram a ligacao total da

toxina-"*>, tomando como ponto méximo (100%) o valor obsesvad auséncia de

competidor. Cada ponto representa a média de pato$6 replicatas.

5.5.2 Ensaios de saturacao

Foi realizada a analise da capacidade de satudacéigacdo das toxinas CryllAa e
Cry4Aa & BBMF. Este parametro de ligacdo indicaantjdade de receptores disponiveis nas
preparacdes. A andlise das toxinas CryllAa e Cryfi8strou que a ligacao especifica de
doses crescentes de toxind” & BBMF, ndo mostrou um nivel de saturacdo (FigQbando
a ligacdo de uma toxina a seu receptor é saturabekrva-se uma ligacao crescente até
determinado ponto, a partir do qual ocorre umabédstacdo da ligagdo mesmo com o
acréscimo de concentrac6es maiores de toxina neardashturacdo corresponde ao platé que
caracteriza a ocupacao de todos os sitios de bgdggoniveis. Em ambos os casos
analisados, a ligacao especifica é dose crescemietanto ndo foi detectado um nivel de
saturacdo dos receptores (Fig. 5). Estes resuliadmsram que o equilibrio da ligacdo nao
foi atingido, o que impossibilitou a determinac@ophrametrdBmnax que estima o numero de
receptores presentes por mg de proteina de BBMF.
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Cry4Aad*?dligada (nM)

Figura 5. Ensaios de saturacdo entre as toxinas marc&da3ry11Aa (A) e Cry4Aa (B) e
fracbes demicrovilli intestinal (BBMF) de larvas dé\edes aegyptiForam incubadas
concentracdes crescentes (8-300 nM) de toXiftaém 25ug de BBMF, na presenca e na

auséncia de um excesso de toxina ndo marcadateld@h, & temperatura ambiente.
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5.5.3 Cinética de ligacao

Em funcdo da auséncia do equilibrio da ligacdoperdodo de 16 h, observado nos
experimentos de saturacdo, foram realizados enparasdeterminar a cinética de associagao
total (TO), de associacdo ndo especifica (NE)inética de dissociacéo (DI) das toxina%: |
em relacdo a preparacdo de BBMF. As cinéticas secas;ao total apresentaram, apos 24
horas de incubacdo, uma capacidade de associagdmande 5 pmol/mg para as toxinas
CryllAa e Cry4Aa, e de aproximadamente 3,5 pmolag a toxina Cry4Ba (Fig. 6). A
associacdo ndo especifica manteve-se estavel emdetl pmol/mg para as trés toxina$: |
(Fig. 6). Estes resultados mostram que a assocaggitoxinas Cry a BBMF dke. aegypti
ndo atinge um equilibrio durante o tempo observpdis, as curvas de associacdo das toxinas
CryllAa e Cry4Aa, ao final de 24 h, ndo apresentara tendéncia de estabilizacao (Fig. 6,
A e B). N@o se pode afirmar a partir destes dasesa associacdo continua observada ao

longo do ensaio resulta integralmente da ligacde en toxina-12°

e seus receptores ou se,
parte de ligacdo observada, pode ser uma consegidmoligomerizacdo de moléculas de
toxina-I'*°. Para a toxina Cry4Ba, a capacidade de assocégéienor e se mostrou mais
estavel a partir de 8 h de incubacéao (Fig. 6, C).

A cinética de dissociacao foi feita para determs®a ligacdo do complexo toxina-
receptor apos 24 horas de associacdo € revergiediante a adicdo do competidor ndo
marcado ao meio. Nos trés casos estudados a at#igdm excesso do competidor homologo
ndo marcado ndo provocou um deslocamento signiéamtoxina- £ ligada & BBMF (Fig.
6). Podem ser observadas apenas pequenas osciagdesno do valor de associagao total
atingido apés 24 h de associacdo. A auséncia dediigao indica que a toxina, apoés ligar-se
ao receptor, tem a capacidade de inserir-se nasbraaas, impossibilitando assim o seu
deslocamento, devido a presenca do competidor mm me
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Figura 6. Cinéticas de associacdo total (TO), de associaé@o especifica (NE) e de
dissociacao total (DI) entre as toxinas CryllAa, @Bjy4Aa (B) e Cry4Ba (C) dBacillus

thuringiensis svar. israelensismarcadas com iodo 't e fracées demicrovilli intestinal

(BBMF) de larvas dé\edes aegyptiNas amostras de associacao, foram incubados 3fenM

toxina- > e 25pg de BBMF na auséncia (TO) ou presenca (NE) dexgesso (1uM) de

competidor ndo marcado, sendo coletadas amostradiferantes momentos, durante 24 h.

Nas amostras de dissociacdo (DI), apos 24 h dédagéw, foi adicionado um excesso de

competidor homélogo (1QM), e foram coletadas diferentes amostras, duraste4 h

subsequentes. Cada ponto analisado € uma médiarelgichatas. O ensaio foi realizado

durante 48 h a temperatura ambiente.
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6 DISCUSSAO

Atividade larvicida individual das toxinas

A analise do grau de esporulagcdo do Bti, em UFQfmolstrou que as biomassas das
cepas recombinantes apresentaram uma qualidadesai@eg similar. Os seus potenciais
toxicos divergiram quando testadas para larvasAedes aegyptie observou-se que a
atividade larvicida da biomassa Cry4Ba foi a mdia &ente as larvaspas condi¢cbes
testadas, seguida pela CryllAa e Cry4Aa. Esseladss reproduzem alguns dos achados
de Ponceet al,, (1995) no tocante a atividade individual dasrtag Cry do Bti em bioensaios
para larvas dé\e. aegyptisendo observada a mesma seqiéncia de toxicidadeteua
neste trabalho. Crickmoret al, (1995) observaram em estudos semelhantes, qoere t
CryllAa apresentou a mais alta toxicidadesg)@ara larvas dé\e. aegypti seguida pela
Cry4Ba e Cry4Aa. Hughest al., (2005) analisando as contribui¢cdes individuaistates
toxinas para larvas do dipte@hironomus teppedbservaram que a Cryl1lAa e Cry4Ba eram
as mais toxicas para essa espécie. As diferengasvallas nestes estudos podem ser devido a
vérios fatores que influenciam os resultados, céonma de criagdo das larvas utilizada e
oscilacbes naturais da susceptibilidade das popegade insetos utilizadas nos bioensaios
(WIRTH; FERRARI; GEORGHIOU, 2001). Apesar de hawguma variacdo quanto a
capacidade individual de cada toxina Cry do Btapas larvas de dipteros, todos os trabalhos
apontam que as toxinas CryllAa e Cry4Ba sado aspgssuem melhores atividades
individuais. Deve ser lembrado ainda que, o cristdlvo € sempre mais toxico do que as
fracOes individuais ou combinacfes de toxinas. &de, fa acdo inseticida elevada do cristal
nativo nos bioensaios, deve-se a acao sinérgicdodasgms Cry componentes, incluindo a
toxina Cyt que tem um papel importante na toxiced@/U; CHANG, 1985; CHILCOTT,
ELLAR, 1988; ANGSUTHANASOMBAT; CRICKMORE; ELLAR, 192).

Processamento in vitro das toxinas
Nos ensaios de processameintitro dos cristais contendo as protoxinas Cry do Bti
foram obtidos perfis bem definidos de fragment@gatpara cada uma das trés protoxinas.

De acordo com trabalhos prévios acerca do proassivacdo das protoxinas Cry do Bti e
sua toxidade para larvas de dipteros, os fragménmpsa-resistentes obtidos neste trabalho,
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seriam aqueles formados durante o processo/o e que se ligam aos receptores do epitélio
intestinal das larvas desencadeando o procesgatmtogico.

No processo de ativacao das protoxinas Cryl devanealades de Bt inseticidas para
lepidépteros de aproximadamente 130 kDa, obsenamdmal a formagdo de um fragmento
de aproximadamente 60-70 kDa protease-resisterieMBAGD et al, 2003). Ja para as
protoxinas Cry do Bti de 130 e 70 kDa ativas coulfifgteros, observa-se normalmente, ao
final do processo de ativacdo, a formacao de daggfentos que juntos tém a capacidade de
se ligar e formar um dimero de aproximadamente 680Ja (YAMAGIWA et al, 1999;
REVINA et al, 2004)

Para a protoxina CryllAa, de 70 kDa, observou-s apos sua ativacdo existe a
formacdo de dois fragmentos de 33 e 36 kDa, cavrefgndo respectivamente a regido N-
terminal contendo o dominio | e a regido C-termieagjlobando os dominios Il e Ill da
molécula. Também foi observado nesse trabalho gutagmentos isolados ndo possuem
atividade toxica para as larvas-alvo, mas que gumieterminam a presenca de toxidade
(REVINA et al, 2004). Conclui-se portanto, que apos a protedisee-se assegurar a
presenca de fragmentos que contenham os trés danéstruturais, indispenséveis para a
acdo desta toxina. Trabalhos prévios ja demongjraras toxinas Cry4Aa e Cry4Ba também
possuem estruturas tridimensionais com trés domidNGSUTHANASOMBAT et al,
2004).

Para as protoxinas de 130 kDa, observou-se, aptscesso de ativacdo da protoxina
Cry4A, a formagao de fragmentos de 20 kDa e 45 RDWMAGIWA et al, 1999) e da
protoxina Cry4B, a formacdo de fragmentos de 48 &Da (ANGSUTHANASOMBAT,;
CRICKMORE; ELLAR, 1992). Foram testados os efeiasacao toxica dos fragmentos da
Cry4A e, de forma semelhante aos fragmentos dal@@leles apresentaram atividade
unicamente quando testados em associa¢cdo, mosmamdmente que o dimero formado por
eles era o responsavel pela toxicidade para aasl@ivo (YAMAGIWA et al, 1999). A
Cry4B, a exemplo dos fragmentos anteriores, tami@érmapaz de formar um dimero
(YAMAGIWA et al, 1999). A auséncia de toxidade do fragmento d&[@& para larvas
indica também que nesse caso, a presenca de agisentos, contendo todos os dominios, é
necessaria para desencadear as acoes toxicas 4BaCQ@HUNGIATUPORCHAIet al,
1988).

As etapas de solubilizacdo e ativacdo das protexs&@o fundamentais para o
desenvolvimento dos efeitos toxicos observados. blteaacdo no pH intestinal das larvas ou

no processamento proteolitico pode acarretar untlnoa na ativacda vivodas protoxinas
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e consequentemente na diminuicao dos efeitos ®xibeervados. E, até em certos casos, ser
0 responsavel pela resisténcia em insetos (OPPHRYJ9). O éxito na obtencdo dos
fragmentos Cry ativos as larvas Ale. aegyptdescritos nesse trabalho, foi etapa fundamental

para os estudos posteriores de sua capacidadgadédia BBMFin vitro.

Qualidade das preparacfes de microvilli intestinal

As preparacfes de BBMF foram feitas a partir deakinteiras, ao invés de amostras
de intestinos dissecados, devido as dimensdesathas|deAe. aegypti de acordo com
metodologia descrita previamente para obtencao BEIBde larvas deCulex (SILVA-
FILHA et al, 1997). As analises das BBMF dedesconfirmaram a qualidade destas
preparacdes pois, a partir de larvas inteiras, édouv enriquecimento de cerca de 5 vezes das
enzimas marcadoras de membrana apical do intesteumina aminopeptidase a-
glicosidase, em relacdo ao homogeneizado iniciafjue demonstra que as preparacdes
utilizadas eram ricas emicrovilli intestinais. Em outro trabalho, também utilizando/ds
inteiras deAe. aegyptpara obtencdo de BBMF, observou-se que o enrioueeto, medido
através das enzimas marcadoras de membrana leacmaopeptidase ey-glutamil
transferase, foi cerca de 8 vezes. Ainda nessallm@ala comparacdo do enriquecimento de
BBMF feitas a partir de larvas inteiras ou de amasstle intestinos dissecados, mostrou que
os tecidos contaminantes decorrentes do uso dess lanteiras nao interferem no processo de
precipitacdo, que € etapa chave na separacdo daFBBWACINTOSH; LIDSTER,;
KIRKHAM, 1994). As preparacbes de BBMF feitas a tpade ambos os métodos
apresentaram capacidades semelhante de ligac&dna-t5°, como foi o caso da toxina
CrylAb em larvas dPlutella xylostellaf ESCRICHE; SILVA; FERRE, 1995).

O processo de disseccao do intestino de larvasqgidencdo de grandes quantidades
de material & considerado uma atividade labormsafporme a dimensao das larvas utilizadas.
A otimizacdo do processo de obtencdo de BBMF airpdet larvas inteiras como foi
demonstrado em trabalho com larvasRletella xylostella(MACINTOSH, S.; LIDSTER,
B.D.; KIRKHAM, 1994) e mais tarde com larvas detdfps (SILVA FILHA et al, 1997),

permitiram a producdo de BBMF em escala considepara seu emprego em varios estudos.
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Capacidade de ligacéo das toxinas, in vitro

Os resultados obtidos demonstraram que as toximasd@€ Bti possuem sitios de
ligacdo especificos na BBMF dee. aegypti porém foi observada uma baixa afinidade do
complexo toxina-receptor. Este parametro diz réggeprimeira etapa do modo de acao das
toxinas, o reconhecimento do receptor. A toxinalCAa foi aquela que obteve melhor
afinidade nos ensaios de competicdo homologa, @ufd;, foi de 88 nM. Entretanto, este
valor indica um nivel de afinidade fraca, quandmparado a alguns modelos de interacdo
entre toxinas Cryl e BBMF de lepidopteros-alvo.thiesnodelos de ligagéo, as toxinas Cryl
mostram uma alta afinidade da toxina pelos receptdas larvas-alvo. Trabalhos avaliando a
interacdo de toxinas Cryl com BBMF de diferentgsdi@teros, comoBombix morj
Spodoptera littoralisS. exiguaentre outros, registraram valores de afinidaderdam de 10
nM, apontando uma afinidade bem superior aguelesntradas neste trabalho para as toxinas
Cry do Bti e BBMF deAe. aegypti(RAUF; ELLAR, 1999; SANCHIS; CHAUFAUX;
PAURON, 1994).

Estes achados corroboram a idéia de que existernsofatores que permeiam a
interacdo das toxinas Cry do Bti com o epitéli@stinal das larvas, visto que a afinidade foi
baixa e a toxidadm vivo € alta. Um fato importante em relacéo a atividadévo do cristal
nativo, é a presenca da toxina CytlA. Trabalhattivels a larvas d€ulex quinquefasciatus
resistentes a toxina binaria @ sphaericusgdemonstraram que o uso da toxina CytlA em
combinacdo como a toxina binaria, reduziu drastezgmo aparecimento da resisténcia nas
larvas. De fato, a CytlA parece agir sobre as &glislzendo com que a toxina Bin possa agir
sem ser mediada por seus receptores, visto que et ausentes dacrovilli dos insetos
resistentes (WIRTHet al, 2005). Sabe-se que a atividade da toxina @ylitro, € de
natureza citolitica e parece nao envolver receptogspecificos, podendo inserir-se
espontaneamente em membranas contendo fosfolipideaturados e formar poros ou,
alternativamente, ter acdo do tipo detergente merSaie das membranas celulares (LI,
KONI; ELLAR,1996; BUTKO, 2003). Na presenca dasitas Cry do Bti, a ligacdo da
CytlA parece ser direcionada para as regifes @stinb médio, nas quais as toxinas Cry
ligam-se a receptores especificos (LI; KONI; ELLAS6; SCHNEPFet al, 1998). Tal fato
sugere uma elevada associacao entre as toxinas &rytlA, o que pode ser a base das
interacdes sinérgicas para larvas de dipteros (TRBAK, 1992; GILL; COWLES;
PIETRANTONIO, 1992). De fato, um trabalho recentestrou que a toxina CryllAa e

CytlA tém a capacidade de se ligar através depasitexistentes em ambas as moléculas e,
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ensaios de interacdo mostraram que a ligacao det@&xyllAa a BBMF dé\e. aegyptioi
otimizada pela presenca da CytlA. Assim, ha evidéride que a CytlA serve como receptor

e que se liga no dominio Il nas alga8 ef3 4 da CryllAa, que estdo envolvidas na ligacao
ao receptor de membrana (PER&Zal.,2005). Este dado reforca a idéia da necessidade de
associagdo entre as toxinas Cry e a Cyt, pareeeg@o com o epitélio intestinal das larvas-
alvo.

Nos ensaios de saturacao preliminares observouesa tjgacdo da toxina marcada a
seus receptores ndo se estabilizou. A ausénciatdeagdo na ligacdo pode estar associada a
formacao de oligbmeros da toxina. Estudos com mao<rylAb e BBMF do lepiddptero
Manduca sextamostram que a oligomerizacdo é um passo necegsana a formacao de
poros e, portanto, para a toxicidade (SOBERgML, 2000). Estudos relativos a estrutura e
distribuicdo da toxina Cry4Ba em membranas lip&lipeostram que a toxina insere-se na
membrana preferencialmente através de estrutuigsn@ricas (tetrameros), ao invés da
molécula monomérica (PUNTHEERANURAIt al., 2005). Nas cinéticas de associacao
ficou claro que a tendéncia de agregacdo da tdXfA@ra um processo que prosseguiria por
um tempo indeterminado. O fato de n&o ter sido rehse a dissociacédo das toxid&:l
mostrou que a sua ligacdo a membrana é um progesgersivel correspondente & segunda
etapa do modo de a¢do, quando ocorre a insercixida na membrana levando a formacao
de poros nas células. Em alguns modelos de ligac@ita afinidadein vivo ndo esta
correlacionada a afinidade inicial da ligacdo, olms#a a partir da formacdo do complexo
toxina-receptor (IHARAetal., 1993). Os nossos resultados sugerem que iagaso@ry do Bti
se enguadram nesta categoria. Neste trabalho xpampdo, um competidor heter6logo com
atividade especifica para lepidépteros, CrylAc,cipaz de deslocar as toxin&S-to Bti
ligados a BBMF (dados ndo apresentados). Depaistaimu-se que ja havia relato de ligacéo
de toxinas Cry a BBMF de insetos que ndo sédo stigeey como o exemplo de CrylAc para
larvas deS. frugiperda( GARCZYNSKI; ADANG, 2000). Isso sugere mais uma,vgae em
alguns modelos, os efeitas vivo das toxinas Cry ndo estdo necessariamente reldcisraa
capacidade inicial de reconhecimento e ligacaaemsptores, mas sim ao carater irreversivel
da ligacéao.

A auséncia de sinergia entre as toxinas nos endaidigacéan vitro, mostra que a
afinidade pelos receptores ndo € melhorada narp@ske mais de uma toxina Cry. De fato, a
sinergia das toxinas Cry observada nos ensaiodividade in vivo ndo foi detectada nos
ensaio de ligacam vitro, no modelo estudado. E possivel que para a idterdas toxinas

Cry com os receptores, a toxina Cyt seja um fadterdhinante para a sinergia (PER&A.,
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2005). Também deve ser considerada a hipoteseodasms Cry do Bti interagirem com
outras biomoléculas, como glicolipideos, antes tdpaede reconhecimento dos receptores,
como foi estudado no modelo de ligacao de toxiti@asapara o nematoidéaenorhabditis
elegand CRICKMORE, 2005).

Outro aspecto a ser investigado € o estudo dalafieiatravés de outra metodologia,
pois a incorporacao de iodo na tirosina preserggoxdanas marcadas poderia ter algum efeito
sobre a sua capacidade de ligacéo, visto que foodstrado que a presenca da tirosina (Tyr-
202) nas alcasn4 e a5 do dominio Il da Cryd4Aa, é essencial para a tdaube
(PORNWIROON et al., 2005). Entretanto, ndo sabemos ao certo se esselagara a
Cry4Aa pode ser vélido para as demais toxinas, verajue a baixa afinidade foi observada
para todas as toxinas Cry do Bti. Os conjuntosctia@os neste trabalho, no entanto, apontam
preferencialmente que a toxicidade das proteingsdGrBti ndo estaria relacionada a um
padrdo de alta afinidade com receptores, mas sim a@tapa irreversivel do modelo de
ligacdo que corresponderia a inser¢do da toxinaerabrana celular, seguida pela formacéo

de poros e danos celulares que levariam a mortaeas.
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7 CONCLUSOES

A analise da interacdo das toxinas Cry do Bti comeséntero das larvas édedes

aegyptirealizada neste trabalho, mostrou que:

— As protoxinas Cry do Bti dao origem, apds o proaesntoin vitro, a dois fragmentos

que formam um dimero responséavel pela acéo toxica.

— A toxicidade individual para larvas de. aegypté decrescente para Cry4Ba, CryllAa e
Cry4dAa.

— As toxinas Cry do Bti possuem receptores espesifitm meséntero dde. aegyptie
partilham uma classe comum de sitios de ligacao.

— Nao ocorre sinergia entre as toxinas Cry paraexdgfio com o0s receptoriesvitro, ao

contrario da sinergia observada para a acéo taxzao.

— A toxicidade nédo esta relacionada a um padrédotdeafihidade entre toxina e receptores,

mas sim a natureza irreversivel da ligacao.

— Outros fatores, além da ligacéo individual dasrnagiCry aos seus receptores, séo

essenciais para produzir o efeito toxico do cristal
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8 ANEXOS

Anexo 1: Esquema do protocolo para a obtencéo de BE-.

Homogenizar 3 g de larvas + 12 ml tampéo MET*@ 2

“clearanc”

75 pm

1.000g
5 min

Ressuspender com 4 ml de tampdo METGa
Homogenizar / ¢learance” 7um

Homogenizar / tlearance” 2Bm
Adicionar 1/19 volume comMgCl, 0,23 M

Incubar a 2C

por 20 min

Ressuspender com 4 ml de tamp&o METGa 2

Homogenizar / “clearance” 35n

Adicionar 1/19 volume com Mgg0,23 M

Incubar 15 min a 2°C

Ressuspender com 4 ml de tamp&o METGa 2|
Homogenizar / “clearance” 35n

Adicionar 1/19 volume com Mgg0,23 M
Incubar 15 min a 2°C

2.000g
10 min

Ei Sl Homogenizar S1+S'1+S"1
“clearance” 25um

100.000 g
45 min

Ressuspender com 5 ml de tamp&o METGa 2
Homogenizar / “clearance” 35n

Adicionar 1/19 volume com Mgg0,23 M
Incubar 15 min a 2°C

8.700 g
5 min

100.000 g

Ressuspender com 1 ml de tampéo MEY&Z‘ 45 min

Homogenizar / “clearance” 35n I—I

Estocar em aliquotas a -70°

P4=BBMF|

»s

Ressuspender com 2 ml de tamp&o METG 2

Homogenizar / “clearance” 35n
Estocar em aliquotas a -70°C

*Tampédo MET: Manitol 300 nM, EDTA 5mM, Tris 20 n\jH 7,4.
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Anexo 2: Meio de cultura liquido paraBacillus thuringiensis.

Componentes Para 1 litro
Bacto peptona (marca Difco) 7,509
Solucédo KHPQO, (68g/l) 100 ml
Solucdo méae 1 10 mi
Solucdo mée 2 10 mi
Solugcédo méae 3 10 mi

H,O destilada ou MilliQ Q.s.p. 1000 ml

— Ajustar o pH para 7.4 com NaOH 0.5 M.
— Colocar 120 ml do meio em cada Erlemeyer de 1distéril (forno, 180° C durante 2h).
— Autoclavar 20 min a 120°C.

— No momento do indculo, adicionar ao meio a glicd®é final) e eritromicina (35g/ml

final).

Solucédo méae 1

— Sulfato de magnésio (Mg SOr.H20) 0,615 g
— Sulfato de manganés (Mn QH20) 0,009 g
— Sulfato de zinco (ZnS7H20) 0,070 g

— HyO Q.s.p. 50 ml
Aquecer moderadamente para auxiliar a dissoluggosgar para o volume final de 50 ml.

Filtrar em fluxo laminar.

Solugédo mée 2

— Sulfato férrico (FESQy)3 (3mM) 0,10 ¢
— H0O destilada 5,0 ml
— Acido sulfarico HSO, 0,15 ml
— H0 Q.s.p. 50 ml

* Para FeSO4.750 (sulfato ferroso) usar 13 mM
Aquecer moderadamente cerca de 4 min e ajustaoparme final para 50 ml.

Filtrar em fluxo laminar e armazenar a 8°C.
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Solucédo méae 3
— Cloreto de célcio (Cagl2 H0) 0,735¢g

— H0 destilada Q.s.p. 50 ml

Filtrar em fluxo laminar e armazenar a 8°C.

Anexo 3: Meio agar nutritivo.

— Extrato de carne 30
— Peptonade Carne 5g
— Agar 259

— Q.s.p. 1 litro

Autoclavar e distribuir nas placas de forma homegén
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Anexo 4: Separacao de cristais do Bti.

— Preparar soluc¢des de sacarose nas concentrac6é%od@&@2%, 79% e 84%.
— Preparar a biomassa: adicionar detergente TritOnal®@ma concentracédo final de 0.02%,

e sonicar por um tempo total de 4 minutos em cid®8 segundos, durante 30 segundos,

numa poténcia de 100W.

— Depositar em tubo conico para centrifuga 6,5 mtat#a solu¢do de sacarose, em ordem

decrescente de densidade, ver figura abaixo.
— Verificar a formacéao correta do gradiente.
— Depositar cerca de 2 ml da amostra de biomassarteguperior dos tubos.
— Centrifugar a 25.000 rpm durante 20 minuto$@ @eckmafl, rotor SW 28).
— Recuperar as fases de interesse com a ajuda deijpeta.

— Lavar as amostras duas vezes com agua destiladecalando com centrifugacdes a
12.000 rpm, durante 15 minutos %4Beckmafl rotor JA14).

— Armazenar as amostras a 220
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Anexo 5: Tabela de atividade toxica de biomassas.

Atividade toxica das biomassas produzidas por cemmbinantes deBacillus
thuringiensisexpressando isoladamente os cristais contendakamsoCryl1Aa, Cryd4Aa e
Cry4Ba, para larvas dd/3° estadio dededes aegypti.

Biomassa Data N°de larvas  CLsomg/I* Limites fiduciais (95%)
CryllAa 12.07.2005 420 1,65 (2,20 - 2,37)
27.07.2005 300 1,10 (0,87 - 1,35)
02.08.2005 420 1,30 (0,95 - 1,75)
Cry4Aa 16.08.2005 300 8,63 (6,84 -11,52)
23.08.2005 300 16,57 (10,97 - 29,16)
26.09.2005 420 13,94 (8,66 -19,43)
Cry4Ba 19.10.2005 300 0,18 (0,080 - 0,27)
05.12.2005 300 0,097 (0,074 - 1,22)
12.12.2005 420 0,092 (0,072 - 0,12)

! Concentracao letal para 50% das larvas apés 24 Heraxposicéo
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Anexo 6: Avaliacado de preparacdes deicrovilli intestinal de larvas deAedes aegypti.

Preparacdes de fracGesmderovilli intestinal (BBMF) de larvas deéedes aegyptio 3/4° estadio e avaliacéo d
atividade de enzimas marcadoras de membrana, éeaannopeptidase - LAP (EC 3.4.11.1u4licosidase —
GLI (EC 3.2.1.20).

Atividade especifica

Homogeneizado BBMF Enriquecimehto
Rendimento
Data protéicd LAP GLI LAP GLI LAP GLI
04.02.04 0,97 0,113 3,52 0,448 18,02 3,97 5,12
31.05.04 1,37 0,086 2,15 0,482 14,31 5,62 6,66
14.07.04 0,72 0,092 2,55 0,542 15,53 5,87 6,09
06.08.04 1,04 0,095 2,50 0,463 11,50 4,88 4,60
21.12.04 1,11 0,086 3,13 0,327 12,78 4,00 4,08
25.01.05 1,28 0,091 3,59 0,374 17,62 4,12 491
15.04.05 1,90 0,088 4,09 0,365 15,37 4,16 3,76
27.06.05 2,22 0,089 3,79 0,218 7,98 2,43 2,11
30.06.05 2,30 0,055 3,24 0,179 9,28 3,28 2,86
21.09.05 0,37 0,104 4,06 0,591 28,23 5,67 6,95
14.10.05 0,76 0,080 3,23 0,577 20,14 7,24 6,24
M + SD 1,28+ 0,63 0,089 +0,01 3,25+0,64 0,42+0,14 1552+561 4,68+1,36 4,85+1,57

! Rendimento de miligramas de proteina de BBMF pamg de larva inteira utilizada.
2 Variacdo da absorbancia & 405 nm por hora ou mipat miligrama de protein@\Abs 405nm/tempo/mg)
respectivamente para a GLI e para a LAP.

% Raz&o entre a atividade especifica da BBMF e agiehomogeneizado inicial de larvas inteiras.
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Anexo 7: Dados individuais dos ensaios de competza

Ensaios de competicdes homologas e heterdlogas antoxinas Cry 11Aa, Cry4Aa e Cry4Ba
do Bacillus thuringiensis israelensimarcadas {f°) e preparacées de fracdes mérovilli

intestinal de larvas déedes aegyptio 3/4° estadio

ICs0 (NM) competidor n&o marcatio

Toxina- M3(30nM) CryllAa Cry4Aa Cry4Ba
CryllAa 108 168 -
110 146 -
46 57 -
- 49 -
Média+ SD 88+ 36 105+ 60 >5.000
Cry4Aa 67 99 292
100 103 190
177 100 578
301 94 264
211 - 543
117 - 599
Média+ SD 162+ 85 99+ 3 411+ 181
Cry4Ba 181 141 906
146 182 333
96 - 323
Média+ SD 141+ 42 161+ 29 521+ 334

! Concentracdo do competidor que desloca 50% daaowarcada ligada & BBMF.
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RESUMO
O Bacillus thuringiensissvar. israelensis(Bti) € um importante entomopatdégeno

utilizado na producédo de larvicidas para o contdbdeAedes aegyptivetor da dengue. O
objetivo principal do trabalho foi determinar, atta de ensaio$n vitro de natureza
quantitativa, a capacidade de ligacdo de cadadad®ny do Bti a preparacdes decrovilli
intestinal (BBMF) de larvas dAe. aegypti Os bioensaios demonstraram que a toxicidade
para larvas foi decrescente para CRy4Ba, Cryl18aydAa. ApOs 0 processamentovitro

os fragmentos ativos das toxinas Cry obtidos fodan38 e 30 kDa para Cryl1lAa, e cerca de
45 e 20 kDa para Cry4Aa e Cry4Ba. As preparacOd&BidF mostraram um enriquecimento
enzimatico de marcadores de membrana apical. Nsaicande competicdo homéloga as
toxinas apresentaram uma ligacéo de 2-3 pmol dead¥ mg de BBMF, na auséncia do
competidor. A presenca de concentracbes crescatdegoxina livre provocou uma
competicéo pelos sitios de ligacdo, sendo obseruataeslocamento de 70% da CH-I
ligada, confirmando a especificidade da ligacdacoicentracdo do competidor homédlogo
que deslocou 50% da toxin¥ (ICsg) foi cerca de 88 nM para a Cryl1Aa, 99 nM para a
Cry4Aa e 521 nM para a Cry4Ba. Os resultados depetigiio heter6loga mostraram que as
toxinas Cry competem pelos mesmos sitios e parilfeceptores presentes na BBMF. Em
todos os casos, a afinidade do complexo toxinggtec@ao foi elevada e a ligacdo observada
entre as toxinas4° e a BBMF é de natureza irreversivel. Os resultatitislos nesse trabalho
sugerem que a toxicidade das toxinas Cry paradatede. aegyptesta relacionada a etapa
irreversivel da interacdo com os receptores, néotsido observado um padréo de afinidade
elevada na etapa inicial de ligacdo aos receptGarsamente outros fatores, como a presenca

da toxina Cyt tem um papel importante neste pracess

Palavras-chave: toxinas Cry, modo de acdo, conteleetores, receptores, bioinseticidas.
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INTRODUCAO
A dengue é hoje uma das arboviroses mais impogariecontexto mundial e a sua

transmissao ocorre através do vet@mdes aegyptiO emprego de inseticidas quimicos, a
exemplo do organofosforado (Temephos), ndo temefidaz no seu controle e 0 seu uso tem
sido limitado gracas ao aparecimento da resistédeiainsetos e efeitos nocivos em
organismos nao-alvo. Bacillus thuringiensissvar. israelensis(Bti) € um agente larvicida
eficaz, seguro e adequado para o controléacaegyptitendo sido utilizado desde 1980 em
vérios paises (BECKER; MARGALIT, 1993). No BragilBti ja é utilizado como larvicida
em alguns municipios em programas de controledeoaegyptiARAUJO-COUTINHO,
1995; MARDINI et al, 1999; BRAGAet al, 2004).

O poder larvicida do Bti deve-se a sua capacidad@rdduzir cristais de proteina
durante sua esporulacdo. O cristal possui atividadeécida devido a presenca de 4
protoxinas, com pesos moleculares aproximados dg-, 1235-, 68- e 28- kDa,
respectivamente (DELECLUSE; PEREZ; BERRY, 2000)g@ses que codificam para esses
quatro polipeptideos do Bti estdo localizados em plasmideo de 72-MDa e foram
identificados de acordo com suas sequéncias, nedelse denominacdo dwy4Ba cry4Ag
cryllAa e cytlAa (WARD; ELLAR, 1985). O modo geral de acdo do Btivele
inicialmente a ingestdo dos cristais, em suspemsicdgua, pelas larvas aquaticas de
mosquitos (Culicidae) e borrachudos (Simuliidaghdez ingerido, o cristal é solubilizado
em pH alcalino intestinal liberando no limen ostgua@olipeptideos, que sdo considerados
protoxinas. Estes necessitam ser clivados pelateipases intestinais para geracdo de
fragmentos ativos, que interagem com a membranaalapido epitélio intestinal
desencadeando processos citopatolégicos que cumminam a morte das larvas,
(RAVOAHANGIMALALA; CHARLES, 1995).

A acéo inseticida do Bti € seletiva para algumag@ss dos génerédsedes, Simulium,
Culex e Anopheles.Isto indica claramente que suas toxinas necessitdemagir com
receptores presentes na membrana apical do epitédstinal das larvas-alvo, a exemplo do
que ocorre entre a toxina binaria Bo sphaericuse larvas deCulex e AnopheleqSILVA-
FILHA; NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1997), bem como eatas toxinas Cryl de outras
sorovariedades d®. thuringiensisativos para larvas de lepidopteros (GARCZYNSKI;
ADANG, 2000). Estudos recentes mostram que o recajat toxina CryllAa em larvas de
Ae. aegyptié uma fosfatase alcalina de 65 kDa (FERNAND&ZL, 2006). Entretanto, a
caracterizacdo destes receptores ao nivel quabtai quantitativo sdo escassos, sendo

necessarios estudos para a melhor compreensaodinda@cao do Bti. Neste trabalho foram
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analisadas a atividade toxica de cada um dos coenpes1Cry do cristal do Bti para larvas de
Ae. aegypti e foram realizados estudos quantitativos da cd@ae de ligacaan vitro das

toxinas as fracdes aricrovilli intestinal dessas larvas.

MATERIAIS E METODOS
Colbnia de mosquitos

Foi utilizada uma colénia dae. aegyptidenominada Recife-Lab, formada a partir de
ovos coletados em bairros do Recife e mantida hard® no insetario do CPgAM sob
condigdes controladas: temperatura de £2@°C, umidade relativa média de 70% e o
fotoperiodo de 12:12 h (luz:escuro). As larvasreaatidas em agua desclorada e alimentadas
com racdo comercial para gatos. Os adultos saemtados com solucdo de acucar a 10% e

as fémeas fazem o repasto sangiiineo em &@adisi$ sp).

Preparacao de fracfes ricas em microvilosidases ettinais (BBMF)

Foram utilizadas larvas de 4° estadioAle aegyptida col6nia padrdo mantida no
insetario do CPgAM. Larvas armazenadas a —70° @nfoutilizadas para obter as
preparacdes de BBMF (“Brush Border Membrane Fragti(SILVA-FILHA et al, 1997). A
técnica baseia-se no isolamento parcial de membrapéais através de centrifugacao
diferencial e precipitacdo seletiva utilizando ialesmagnésio. A qualidade das preparacdes
foi avaliada através da dosagem de proteinas péltmdm de Bradford, (1976) e do
enriquecimento da leucina aminopeptidds€ 3.4.11.1) e da-glicosidase (EC 3.2.1.20),
enzimas marcadoras de membrana, de acordo comoaoattgfia descrita em Silva-Filket
al., (1997).

Producao, processamento e marcagao das toxinas

As toxinas utilizadas nos ensaios de ligacdo (CkallCry4Aa, Cry4Ba) foram
produzidas individualmente a partir dB. thuringiensis recombinante cepa 4Q2-81,
transformado com 3 plasmidios distintos: Cryl1A&640, Cry4Aa/pTH6E06,
Cry4Ba/pTH611 (DELECLUSEt al, 1993; PONCETt al, 1993). A obtenc&o de culturas
esporuladas e a separacdo de cristais foi feitevémrde gradiente de sacarose segundo
metodologia descrita em Pon@ttal, (1995). O processamentovitro das toxinas foi feito
através das seguintes etapas: solubilizacdo em N&DQDHNM durante 1 h a 30°C,
neutralizacdo com Tris 1 M pH 7.4; ativacdo comsiria bovina (Signfy durante 1 h a
37°C, na proporcdo de 1:10 (enzima:proteina); siaém tampédo NaPi 0,02 M (0,02 M
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NaoHPOJ/NaH,PQy), pH 8. A eficacia da ativacao foi feita atravésahalise de amostras da
protoxina solubilizada e da toxina ativada por SESE, a 12%. ApOs verificacdo, foi
adicionada azida sodica (0.02% final) aos lotetodma que foram armazenados a 4°C. As
toxinas foram marcadas com o is6top3 (Amershan BiotecH), segundo protocolo descrito

em Charles & Nielsen-LeRoux, (1992) para serenratlas nos ensaios de ligagawitro.

Bioensaios
A avaliacdo da atividade inseticida vivo das toxinas Cry do Bti parde. aegyptifoi

feita através de bioensaios utilizando larvas jevem 4 estadio, de acordo com metodologia
previamente descrita (WHO, 1995). Nos bioensam$ammas foram expostas a concentracées
obtidas a partir de uma suspensédo da biomasshzédh (5 g/L) de cada protoxina Cry,
avaliada previamente através da determinacdo diedes formadoras de colénias (UFC/ml).
Em cada ensaio foram utilizadas trés réplicas aeri&entracdes além do controle. Cada
réplica foi representada por 20 larvas colocadad@ml de agua destilada em recipientes
plasticos. As concentracdes utilizadas nos ensasgtaram em valores de mortalidade entre
10 e 95%. O registro da mortalidade foi feito agdsh de exposicdo. Os ensaios foram
repetidos trés vezes para a validacdo dos resslt@dconcentracéo de toxina letal para 50%
das larvas (Cig) em 24 h foi estabelecida através da analise deitps (FINNEY, 1971),
utilizando o programa SPSS 10.0.

Ensaios de ligacaan vitro

Para identificar e caracterizar a capacidade @gdig das toxinas Cry do Bti ao epitélio de
Ae. aegyptiforam conduzidos ensaios de ligagdwitro entre cada toxina marcada coff? |
e as preparagOes de BBMF de larvas. A metodolddiaada para os ensaios de ligagao
vitro foi baseada em Charles & Nielsen-LeRoux, (1992)ileaFilha et al., (1997). As
incubacdes foram feitas em microtubos de poliestirem um volume total de 1Q0, em
tampéo PBS pH 7,4. Nas competicbes homologas/hegesde para os ensaios de saturacao,
as amostras foram incubadas durante 16 horas; gmrainéticas de associacdo e de
dissociacdo as amostras foram incubadas por &téré8. Todos os ensaios foram realizados
a temperatura ambiente. Apdés a incubacdo, a tohkgsmla a BBMF foi separada do
sobrenadante por centrifugacdo (8.700g, 15 minut¥s) As amostras de BBMF foram
colocadas em liquido de cintilacdo (ScintiSafe Blug analisadas em um contador de
emissao de particulas beta (Wallac-Pharm#ci®s dados obtidos nos ensaios de ligacao

foram analisados pelo programa Prisfior Windows.
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Competicdo homologaDetermina a capacidade de uma toxina ligar-se #ggpecente a
BBMF. Foi incubada uma concentracédo fixa de toximacada (30 nM) e uma quantidade
fixa de BBMF (25ug), na presenca de concentracdes crescentes |{#4L@a toxina nao

marcada, que agiu como competidor homologo.

Competicdo heteréloga. Determina a capacidade de competicAo de uma toxina
heter6loga ndo marcada, pelo sitio de ligacdo dinaomarcada. Foi incubada uma
concentracéo fixa de toxina marcada (30 nM) e uoantidade fixa de BBMF (2fg), na
presenca de concentracfes crescentes (M)Ae uma toxina heteréloga ndo marcada, que
agiu como competidor heterélogo. Foram realizadasies utilizando as diferentes toxinas

Cry do Bti para avaliar a competicdo destas pelesmos sitios.

Cinética de associacao e de dissociac@etermina a capacidade de associacado de uma
toxina marcada a BBMF ao longo do tempo, e avatiapacidade de dissociacdo, quando um
excesso de toxina ndo marcada € adicionada ao Faiam preparados e analisados trés
grupos experimentais, contendo um volume totalndebacé&o suficiente para a retirada de
amostras de 100l, em duplicata, de acordo com os tempos de aaiageconizados nesse

estudo.

— Grupo de associacao total: Foi incubada uma coraggit fixa de toxina marcada (30
nM) e uma quantidade fixa de BBMF (R§). Amostras de 10Ql foram coletadas apos
0, 1, 2, 4, 8 e 24 horas de incubacéo. Nessas mmdst avaliado o padrdo de associacao

total da toxina.

— Grupo de associacdo nao-especifica: uma sérieimgraal idéntica a anterior foi feita na
presenca de um excesso de toxina ndo marcadaM)OAmostras de 10Qul foram

coletadas nos mesmos intervalos, para determiigagio ndo-especifica.

— Grupo de dissociacao: Foi incubada uma concentriig@iae toxina marcada (30 nM) e
uma quantidade fixa de BBMF (2fg), durante 24 h. Apds esse periodo foi adicionado
um excesso de toxina ndo marcada(l). Amostras de 10Ql foram coletadas 24, 25,
26, 28, 32 e 48 horas para avaliar a capacidaddis$®ciacdo da toxina marcada,

previamente ligada a BBMF.
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RESULTADOS
Bioensaios: atividade larvicidain vivo

A atividade larvicida das biomassas liofilizadaateado as toxinas Cry do Bti para larvas
do 3/4° estadios deAe. aegyptifoi analisada através de bioensai®sdas as biomassas
apresentaram um nivel elevado de esporulacéo, 1 para a CryllAa, 9,2 x i(ara
Cry4Aa e 1,2 x 1Ypara Cry4Ba. As concentracdes letais para 50%rstad (Clsg) expostas
durante 24 h as toxinas testadas que compdemtal arégivo do Bti estdo apresentadas na
Tab. 1. A toxina Cry4Ba apresentou a maior toxidagguida da CryllAa e Cryd4Aa. A
concentracdo letal da cepa IPS-82 que contém talcniativo usado como controle, foi de
0,023 mg/l (MELO-SANTOS, 2001). A comparacédo daidage do cristal nativo com o0s
diferentes componentes téxicos da familia Cry naostaramente a sua superioridade em
termos de atividade inseticida. A toxicidade dstetiCry4Ba foi a mais elevada, alcangcando
uma Clsp apenas 5 vezes superior aquela do cristal nativoristal Cryl1Aa mostrou a
segunda contribuicdo mais importante seguido ddA&axyque, apesar de uma biomassa com
excelente nivel de esporulacdo, apresentou umgac€tca de 500 vezes superior aquela do

cristal nativo.

Preparacgdes ricas enmicrovilli intestinal e processamentan vitro das toxinas.

A analise das preparaces ricas ramrovilli do epitélio intestinal (BBMF) mostrou
um rendimento de 1,28 0,63 mg de proteina de BBMF por grama de lariratutilizada
na preparacdo. As preparacdes mostraram um enrntg@o das enzimas marcadoras de
membrana utilizadas, leucina aminopeptidage@icosidase, da ordem de 4,68,36 e 4,85
+ 1,57 vezes, respectivamente.

Foram obtidas toxinas ativas a partir do processtonie vitro das biomassas, para
realizar o estudo da capacidade de ligacdo dasa®xCry as preparacbes de BBMF. O
processamento simula os eventos de solubilizacierikiais e protedlise das protoxinas que
ocorremin vivo no meséntero das larvas, quando elas ingerem tppdubase de Bti. Na
primeira etapa, correspondente a solubilizacdo alistais, foram observadas uma banda
majoritaria de 70 kDa para a protoxina CryllAa eauranda de 130 kDa para Cry4Aa e
Cry4Ba (Fig. 1A). O tratamento das protoxinas coniripsina bovina, nas condi¢des
estabelecidas neste trabalho, causou uma protgéiisedo os seguintes fragmentos tripsina-
resistentes: peptideos de 38 e 30 kDa para CryM#\a,20 kDa para Cry4Aa e 45 e 18 kDa
para Cy4Ba (Fig. 1B).
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Competicbes homadlogas e heterdlogas

Os ensaios de competicdo demonstraram que assd@mgalAa, Cry4Aa e Cry4Ba ligam de
forma especifica a BBMF d&e. aegypti{Fig. 2). Este € o primeiro trabalho que demonstra,
de forma quantitativa, a capacidade de ligacadaiasas Cry ddBacillus thuringiensisvar.
israelensisa membrana apical do epitélio intestinal (BBMF) ldevas desta espécie. A
capacidade maxima de ligacéo especifica de cad@tmarcada foi determinada na auséncia
de um competidor, apés uma incubacéo de 16 horhgaééo das toxinas Cry4Aa e Cry4Ba
foi de cerca de 3 pMol/mg de proteina de BBMF, seadigacdo da toxina CryllAa mais
discreta (Tab. 2).

Os ensaios de competicdo homodloga realizados mosjug a ligacdo das toxinas é
especifica, pois a adicdo de concentracbes crescelnt competidor deslocam a toxina
marcada () previamente ligada & BBMF. E o nivel de ligacdo especifica detectado nos
ensaios corresponde a base da curva de deslocadwntespectivos competidores, cerca de
30% na maioria dos ensaios realizados (Fig. 2)c&mia modelo de competicdo homologa foi
determinado o 165, que é a concentracdo do competidor capaz decde30% da toxina-
I'?® ligada & BBMF, este & um parametro que indicaan gie afinidade da ligacdo entre a
toxina e o receptor. Foram observados valores rmédm 88, 99 e 521 nM de 4§
respectivamente para as toxinas CryllAa, Cry4Aay&Ba em competicbes homoélogas
(Tab. 2). Nota-se que a afinidade da toxina CrypBla sitio de ligacdo na BBMF dke.
aegyptié claramente inferior as demais, embora a atividadévo da biomassa detectada
neste trabalho tenha sido a melhor.

Os ensaios de competicdo heteréloga conduzidos aomoxina CryllAaf®,
mostraram que as toxinas ndo marcadas Cry4Aa eB@rgdo capazes de deslocar a toxina
CryllAa- [*°e conseqiientemente competem pelos mesmos sitigagio (Fig. 2A), sendo
a afinidade da toxina Cry4Aa maior do que a do aidpr heterdlogo Cry4Ba, de acordo
com os valores de Kgobtidos (Tab. 2). No caso especifico do competiyriBa, néo foi
possivel determinar o kgatravés do programa PRISMe, neste caso, foi adotado umdC
aproximado de 5.000 nM, baseado na observacaa diet valores desta competicdo no
gréfico (Fig. 2A).

Os respectivos ensaios de competicdo heterdlogm® teomo toxinas marcadas a
Cry4Aa-I*® e Cry4B-1?° mostram um comportamento semelhante aquele obsepard a

toxina Cryl1Aa-t*°

(Fig. 2, B e C). Os resultados das competicoesrdlegas demonstraram
que as trés toxinas Cry do Bti competem pelos messitios e partilham uma classe de

receptores presentes nas preparacfes de BBMR2[Fi§y.analise dos valores desj®btidos
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a partir dos ensaios (Tab. 2) mostram que as tox@gllAa e Cry4Aa possuem uma
afinidade pelos receptores semelhante e maior d@aquela observada para a toxina Cry4Ba,
gue mostrou a menor capacidade de competicdo gieilus de ligacdo, nos ensainsyitro.

Os dados obtidos mostram que nenhuma das toxinagpgtesentam uma afinidade
elevada pelo sitio de ligacdo da BBMF no modeladzsto, apesar da elevada atividade
inseticida do cristal do Bti para larvas Ale. aegyptiOutro aspecto investigado nos ensaios
foi o eventual incremento da ligacdo das toxinascatas na presenca de outro componente
Cry. Em todos 0s ensaios observou-se que a preslanigina heter6loga em concentracao
equimolar (30 nM) ou superior aquela da respectorana marcada, ndo provocou um
aumento da ligacdo a BBMF, demonstrando a auséeckinergia entre as toxinas para o

reconhecimento do receptor, nestas condicfes expetais.

Cinéticas de ligacao

Em funcdo da auséncia do equilibrio da ligacdoperdodo de 16 h, observado nos
experimentos de saturacéo, foram realizados enparasdeterminar a cinética de associacao
total (TO), de associacdo ndo especifica (NE)inética de dissociacéo (DI) das toxina%: |
em relacdo a preparacao de BBMF. As cinéticas slecesao total apresentaram, apos 24
horas de incubacdo, uma capacidade de associagdmande 5 pmol/mg para as toxinas
CryllAa e Cry4Aa, e de aproximadamente 3,5 pmolarg a toxina Cry4Ba (Fig. 3). A
associacdo nao especifica manteve-se estavel emdetl pmol/mg para as trés toxinas: |
(Fig. 3). Estes resultados mostram que a associggitoxinas Cry a BBMF d&e. aegypti
nao atinge um equilibrio durante o tempo observpdis, as curvas de associacdo das toxinas
CryllAa e Cry4Aa, ao final de 24 h, ndo apresentara tendéncia de estabilizacdo (Fig. 3,
A e B). Nao se pode afirmar a partir destes dasesa associacdo continua observada ao
longo do ensaio resulta integralmente da ligacde entoxina-*> e seus receptores ou se,
parte de ligacdo observada, pode ser uma consegidmoligomerizacdo de moléculas de
toxina-I"*°. Para a toxina Cry4Ba, a capacidade de associéagéienor e se mostrou mais
estavel a partir de 8 h de incubacéao (Fig. 3C).

A cinética de dissociacao foi feita para determsea ligagdo do complexo toxina-
receptor apos 24 horas de associacdo € revergiediante a adicdo do competidor ndo
marcado ao meio. Nos trés casos estudados a at#iglim excesso do competidor homaologo
ndo marcado ndo provocou um deslocamento sigrficata toxina- 1° ligada & BBMF
(Fig. 3). Podem ser observadas apenas pequenés;dssiem torno do valor de associacao

total atingido aos 24 h de associacdo. A auséreidigbociacdo indica que a toxina, apos
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ligar-se ao receptor, tem a capacidade de insemas membranas, impossibilitando assim o

seu deslocamento, devido a presenca do competdoeio.

DISCUSSAO
Atividade larvicida individual das toxinas

A andlise do grau de esporulacdo do Bti, em UFQmalstrou que as biomassas das
cepas recombinantes apresentaram uma qualidadesai@eg similar. Os seus potenciais
toxicos divergiram quando testadas para larvaeleaegyptie observou-se que a atividade
larvicida da biomassa Cry4Ba foi a mais alta frérgdarvasnas condi¢fes testadas, seguida
pela CryllAa e Cry4Aa. Esses resultados reprodwgons dos achados de Poneedl,
(1995) no tocante a atividade individual das togifay do Bti em bioensaios para larvas de
Ae. aegyptisendo observada a mesma sequéncia de toxicidadetexa neste trabalho.
Crickmore et al, (1995) observaram em estudos semelhantes, quexigatCryllAa
apresentou a mais alta toxicidade {)Qoara larvas dé\e. aegypti seguida pela Cry4Ba e
Cry4Aa. Hughest al. (2005), analisando as contribui¢cdes individuaistake toxinas para
larvas do dipter@Chironomus tepperobservaram que a CryllAa e Cry4Ba eram as mais
toxicas para essa espécie. As diferencas obsermadtes estudos podem ser devido a varios
fatores que influenciam os resultados, como formarécao das larvas utilizada e oscilagbes
naturais da susceptibilidade das populacfes deéomssilizadas nos bioensaios (WIRTH;
FERRARI; GEORGHIOU, 2001). Apesar de haver alguragiagdo quanto a capacidade
individual de cada toxina Cry do Bti para as lardasdipteros, todos os trabalhos apontam
que as toxinas CryllAa e Cry4Ba séo as que posswehores atividades individuais. Deve
ser lembrado ainda que, o cristal nativo é sempais thxico do que as fragdes individuais ou
combinagdes de toxinas. De fato, a acao insetelelada do cristal nativo nos bioensaios,
deve-se a acao sinérgica das toxinas Cry companentduindo a toxina Cyt que tem um
papel importante na toxicidade (WU; CHANG, 1985; IDEOTT; ELLAR, 1988;
ANGSUTHANASOMBAT; CRICKMORE; ELLAR, 1992).

Processamento in vitro das toxinas
Nos ensaios de processameintwitro dos cristais contendo as protoxinas Cry do Bti

foram obtidos perfis bem definidos de fragmentdgatpara cada uma das trés protoxinas.
De acordo com trabalhos prévios acerca do proassivacado das protoxinas Cry do Bti e

sua toxidade para larvas de dipteros, os fragmempsa-resistentes obtidos neste trabalho,
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seriam aqueles formados durante o processo/o e que se ligam aos receptores do epitélio
intestinal das larvas desencadeando o procesgatmtogico.

No processo de ativacao das protoxinas Cryl devanealades de Bt inseticidas para
lepidépteros de aproximadamente 130 kDa, obsenamdmal a formagdo de um fragmento
de aproximadamente 60-70 kDa protease-resisterieMBAGD et al, 2003). Ja para as
protoxinas Cry do Bti de 130 e 70 kDa ativas coulfifgteros, observa-se normalmente, ao
final do processo de ativacdo, a formacao de daggfentos que juntos tém a capacidade de
se ligar e formar um dimero de aproximadamente 680Ja (YAMAGIWA et al, 1999;
REVINA et al, 2004).

Para a protoxina CryllAa, de 70 kDa, observou-s apos sua ativacdo existe a
formacdo de dois fragmentos de 33 e 36 kDa, cavrefgndo respectivamente a regido N-
terminal contendo o dominio | e a regido C-termieagjlobando os dominios Il e Ill da
molécula. Também foi observado nesse trabalho gutagmentos isolados ndo possuem
atividade toxica para as larvas-alvo, mas que gumieterminam a presenca de toxidade
(REVINA et al, 2004). Conclui-se portanto, que apos a protedisee-se assegurar a
presenca de fragmentos que contenham os trés danéstruturais, indispenséveis para a
acdo desta toxina. Trabalhos prévios ja demongjraras toxinas Cry4Aa e Cry4Ba também
possuem estruturas tridimensionais com trés dosidNGSUTHANASOMBAT et al,
2004).

Para as protoxinas de 130 kDa, observou-se, aptscesso de ativacdo da protoxina
Cry4A, a formagao de fragmentos de 20 kDa e 45 RDWMAGIWA et al, 1999) e da
protoxina Cry4B, a formacdo de fragmentos de 48 &Da (ANGSUTHANASOMBAT,;
CRICKMORE; ELLAR, 1992). Foram testados os efeiasacao toxica dos fragmentos da
Cry4A e, de forma semelhante aos fragmentos dal@@leles apresentaram atividade
unicamente quando testados em associa¢cdo, mosmamdmente que o dimero formado por
eles era o responsavel pela toxicidade para aasl@ivo (YAMAGIWA et al, 1999). A
Cry4B, a exemplo dos fragmentos anteriores, tami@érmapaz de formar um dimero
(YAMAGIWA et al, 1999). A auséncia de toxidade do fragmento d&[@& para larvas
indica também que nesse caso, a presenca de agisentos, contendo todos os dominios, é
necessaria para desencadear as acoes toxicas 4BaCQ@HUNGIATUPORCHAIet al,
1988).

As etapas de solubilizacdo e ativacdo das protexs@o fundamentais para o
desenvolvimento dos efeitos toxicos observados. blteaacdo no pH intestinal das larvas ou

no processamento proteolitico pode acarretar untlnoa na ativacda vivodas protoxinas
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e consequentemente na diminuicado dos efeitos ®xibeervados. E, até em certos casos, ser
0 responsavel pela resisténcia em insetos (OPPHRYJ9). O éxito na obtencdo dos
fragmentos Cry ativos para larvas de. aegyptidescritos nesse trabalho, foi etapa

fundamental para os estudos posteriores de suaidaga de ligacdo a BBM# vitro.

Capacidade de ligacao das toxinas, in vitro

Os resultados obtidos demonstraram que as toximasd@€ Bti possuem sitios de
ligacdo especificos na BBMF dee. aegypti porém foi observada uma baixa afinidade do
complexo toxina-receptor. Este parametro diz réggeprimeira etapa do modo de acao das
toxinas, o reconhecimento do receptor. A toxinalCAa foi aquela que obteve melhor
afinidade nos ensaios de competicdo homologa, @ufe;, foi de 88 nM. Entretanto, este
valor indica um nivel de afinidade fraca, se quarmloparado a alguns modelos de interacdo
entre toxinas Cryl e BBMF de lepidopteros-alvo.thiesnodelos de ligagéo, as toxinas Cryl
mostram uma alta afinidade da toxina pelos receptdas larvas-alvo. Trabalhos avaliando a
interacdo de toxinas Cryl com BBMF de diferentgsdi@teros, comoBombix morj
Spodoptera littoralisS. exigueentre outros, registraram valores de afinidaderdam de 10
nM, apontando uma afinidade bem superior aguelesntradas neste trabalho para as toxinas
Cry do Bti e BBMF deAe. aegypti(RAUF; ELLAR, 1999; SANCHIS; CHAUFAUX;
PAURON, 1994).

Estes achados corroboram a idéia de que existernsofdtores que permeiam a
interacdo das toxinas Cry do Bti com o epitéli@stinal das larvas, visto que a afinidade foi
baixa e a toxidadm vivo € alta. Um fato importante em relacéo a atividadévo do cristal
nativo, é a presenca da toxina CytlA. Trabalhattivels a larvas d€ulex quinquefasciatus
resistentes a toxina binaria @o sphaericusgdemonstraram que o uso da toxina CytlA em
combinacdo como a toxina binaria, reduziu drastezgmo aparecimento da resisténcia nas
larvas. De fato, a CytlA parece agir sobre as &glislzendo com que a toxina Bin possa agir
sem ser mediada por seus receptores, visto que et ausentes dacrovilli dos insetos
resistentes (WIRTHet al, 2005). Sabe-se que a atividade da toxina @ylitro, € de
natureza citolitica e parece nao envolver receptogspecificos, podendo inserir-se
espontaneamente em membranas contendo fosfolipideaturados e formar poros ou,
alternativamente, ter acdo do tipo detergente merSaie das membranas celulares (LI,
KONI; ELLAR,1996; BUTKO, 2003). Na presenca dasitas Cry do Bti, a ligacdo da
CytlA parece ser direcionada para as regifes @stind médio, nas quais as toxinas Cry
ligam-se a receptores especificos (LI; KONI; ELLAS6; SCHNEPFet al, 1998). Tal fato
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sugere uma elevada associacao entre as toxinas &€ryt1A, o que pode ser a base das
interacbes sinérgicas para larvas de dipteros (TRBRIK, 1992; GILL; COWLES;
PIETRANTONIO, 1992). De fato, um trabalho recentestrou que a toxina CryllAa e
CytlA tém a capacidade de se ligar através depestexistentes em ambas as moléculas e,
ensaios de interacdo mostraram que a ligacdo daat@ryll1Aa a BBMF dée. aegyptfoi
otimizada pela presenca da CytlA. Assim, ha evidéride que a CytlA serve como receptor
e que se liga no dominio Il nas alga8 ef3 4 da CryllAa, que estdo envolvidas na ligacao
ao receptor de membrana (PER&Zal.,2005). Este dado reforca a idéia da necessidade de
associagdo entre as toxinas Cry e a Cyt, pareeeg@o com o epitélio intestinal das larvas-
alvo.

Nos ensaios de saturacéo preliminares (dados méseapados) observou-se que a ligacédo da
toxina marcada a seus receptores ndo se estabiizauséncia de saturacdo na ligacdo pode
estar associada a formacéo de oligbmeros da to¥stados com a toxina CrylAb e BBMF
do lepidépteraVianduca sextamostram que a oligomerizacdo é um passo necegsA a
formacé&o de poros e, portanto, para a toxicida@BERONet al, 2000). Estudos relativos a
estrutura e distribuicdo da toxina Cry4Ba em memdwsalipidicas mostram que a toxina
insere-se na membrana preferencialmente atravéstdduras oligoméricas (tetrameros), ao
invés da molécula monomérica (PUNTHEERANURAK al., 2005). Nas cinéticas de

3[25

associacdo ficou claro que a tendéncia de agrega@doxina-~> era um processo que

prosseguiria por um tempo indeterminado. O fatodteter sido observada a dissociacao das

toxina-I%®

mostrou que a sua ligacdo a membrana € um procesgersivel correspondente a
segunda etapa do modo de acdo, quando ocorreredosta toxina na membrana levando a
formacao de poros nas células. Em alguns modelbgadiio a alta afinidada vivo ndo esta
correlacionada a afinidade inicial da ligacdo, olms#a a partir da formacdo do complexo
toxina-receptor (IHARAetal., 1993). Os nossos resultados sugerem que iagso@ry do Bti

se enguadram nesta categoria. Neste trabalho xpampdo, um competidor heter6logo com
atividade especifica para lepidépteros, CrylAc,cpaz de deslocar as toxin&S-to Bti
ligados a BBMF (dados ndo apresentados). Depaistaimu-se que ja havia relato de ligacéo
de toxinas Cry a BBMF de insetos que ndo sédo stigeey como o exemplo de CrylAc para
larvas deS. frugiperda( GARCZYNSKI; ADANG, 2000). Isso sugere mais uma,vgae em
alguns modelos, os efeitas vivo das toxinas Cry ndo estdo necessariamente reldcisria
capacidade inicial de reconhecimento e ligacaaemsptores, mas sim ao carater irreversivel

da ligacéao.
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A auséncia de sinergia entre as toxinas nos endaidigacaan vitro, mostra que a
afinidade pelos receptores ndo é melhorada narg@sie mais de uma toxina Cry. De fato, a
sinergia das toxinas Cry observada nos ensaiodividade in vivo ndo foi detectada nos
ensaio de ligacaim vitro no modelo estudado. E possivel que para a intedagitoxinas Cry
com os receptores, a toxina Cyt seja um fator deta@nte para a sinergia (PEREZ al.,
2005). Também deve ser considerada a hipoteseodasmgs Cry do Bti interagirem com
outras biomoléculas, como glicolipideos, antes tdpaede reconhecimento dos receptores,
como foi estudado no modelo de ligagdo de toxiti@asapara o nematdidéaenorhabditis
elegang CRICKMORE, 2005).

Outro aspecto a ser investigado € o estudo dalafieiatravés de outra metodologia,
visto que a incorporacao de iodo na tirosina pteseas toxinas marcadas poderia ter algum
efeito sobre a sua capacidade de ligacéo, vistdagulemonstrado que a presenca da tirosina
(Tyr-202) nas alcazi4 e a5 do dominio Il da Cry4Aa, € essencial para a tdaike
(PORNWIROON Z et al., 2005). Entretanto, ndo sabemos ao certo se esselagara a
Cry4Aa pode ser valido para as demais toxinas, vemajue a baixa afinidade foi observada
para todas as toxinas Cry do Bti. Os conjuntosctia@os neste trabalho, no entanto, apontam
preferencialmente que a toxicidade das proteingsdGrBti ndo estaria relacionada a um
padrdo de alta afinidade com receptores, mas sim a&catapa irreversivel do modelo de
ligacdo que corresponderia a insercao da toxinaerabrana celular, seguida pela formacéao

de poros e danos celulares que levariam a mortaas.
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Tabela 1.Atividade toxica das biomassas produzidas pelaascegcombinantes dgacillus
thuringiensisexpressando isoladamente os cristais contendoxam$oCryl1Aa, Cryd4Aa e

Cry4Ba, e pela cepa IPS-82, para larvasd @stadio dededes aegypti

CLsomg/F

Toxina N2 de replicatas Média+ SD
CryllAa 3 1,350+ 0,230
Cry4Aa 3 13,046 + 4,040
Cry4Ba 3 0,123 + 0,050
Bti nativo" 3 0,023 + 0,002

! Liofilizado padrdo IPS-82 fornecido pelo InstitiRasteur (Franca).

2 Concentracao letal para 50% das larvas apds 24 lierexposicao.
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Tabela 2. Ensaios de competicdes homologas e heterdlogas asttoxinas Cry 11Aa,
Cry4Aa e Cry4Ba d®acillus thuringiensisvar.israelensisnarcadas tf?) e preparacées de

fracdes demicrovilli intestinal (BBMF) de larvas déedes aegyptio 3/4° estadio

N° de Ligacdo especifica Competidor ICso™
Cry-I'*® ensaios  pMol/mg (Médiax SD) homologo/heterdlogo  (nM)
11Aa 3 1,64+ 0,41 11Aa 88+ 36
4 4Aa 105+ 60
5 4Ba >5.000
4Aa 6 3,02+ 1,04 11Aa 162+ 85
4 4Aa 99+ 3
6 4Ba 411+ 181
4Ba 3 2,84+ 1,08 11Aa 141+ 42
2 4Aa 161+ 29
3 4Ba 521+ 334

! Concentracéo do competidor que desloca 50% daaokf” ligada & BBMF.
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Figura 1. Separacéo eletroforética (SDS- PAGE) a 12% de @asode cristais contendo as

protoxinas CryllAa, Cry4Aa e Cry4Ba dacillus thuringiensissvar. israelensisapés a

solubilizacdo (A) e ap06s a ativacdo com tripsingire (B). Marcador de peso molecular

(kDa) a esquerda.
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Figura 2. Ensaios de competicéo vitro entre as toxinas Cryl1Aa (A), Cry4Aa (B) e Cry4Ba
(C) do Bacillus thuringiensissvar. israelensis marcadas com iodo ‘tf), e fracdes de
microvilli intestinal (BBMF) deAedes aegyptiCompeticdes entre 30 nM de toxina Cri7,|

25 ug de BBMF e concentracbes crescentes (QiM) de competidor homologo ou

heterélogo, durante 16 h, a temperatura ambiendegr@ficos mostram a ligacao total da
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|125

toxina-I=>, tomando como ponto maximo (100%) o valor obseyva@d auséncia de

competidor. Cada ponto representa a média de pato$6 replicatas.
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Figura 3. Cinéticas de associacdo total (TO), de associago aspecifica (NE) e de
dissociacao total (DI) entre as toxinas CryllAa, @Bjy4Aa (B) e Cry4Ba (C) d8acillus
thuringiensis svar. israelensismarcadas com iodo 'tP) e fracdes demicrovilli intestinal

(BBMF) de larvas dé\edes aegyptiNas amostras de associacao, foram incubados 3fenM

toxina- I**®> e 25pug de BBMF na auséncia (TO) ou presenca (NE) dexoesso (1uM) de

competidor ndo marcado, sendo coletadas amostratiferantes momentos, durante 24 h.

Nas amostras de dissociacdo (Dl), ap6s 24 h ddagéw, foi adicionado um excesso de

competidor homologo (1uM), e foram coletadas diferentes amostras, duraste4 h

subsequentes. Cada ponto analisado é uma médiarelgichtas. O ensaio foi realizado

durante 48 h a temperatura ambiente
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