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NASCIMENTO, N. A. Caracterizagdo do mecanismo de sinergia de toxinas inseticidas de
Bacillus thuringiensis sorovar. israelensis e Lysinibacillus sphaericus com acdo em larvas
de mosquitos. 2020. Tese (Doutorado em Biociéncias e Biotecnologia em Salde) — Instituto
Aggeu Magalhées, Fundacado Oswaldo Cruz, Recife, 2020.

RESUMO

Lysinibacillus sphaericus (Lsp) € um larvicida bioldgico efetivo para o controle de mosquitos,
mas a resisténcia dos insetos limita a sua utilizacdo. A resisténcia a toxina Bin do Lsp em
Culex quinquefasciatus é causada por mutacdes que levam a auséncia de receptores no
epitélio intestinal. Ja foi demonstrado que a toxina Cyt1Aa de Bacillus thuringiensis sorovar.
israelensis (Bti) restaura a toxicidade da Bin para larvas de C. quinquefasciatus resistentes e
de Aedes aegypti, naturalmente refratarias, pois ndo tém o receptor para a Bin. O objetivo
deste trabalho foi elucidar o mecanismo de sinergia entre as toxinas Bin e CytlAa em larvas
resistentes. Neste estudo, foi demonstrado que diferentes misturas de toxinas Bin e CytlAa
apresentam toxicidade in vivo para larvas resistentes. Esta atividade foi correlacionada a
internalizacdo celular da Bin, apenas quando as larvas foram tratadas com a toxina CytlAa. O
efeito sinérgico observado entre as toxinas Bin e CytlAa ndo depende da ligacdo entre elas,
contrastando com o mecanismo previamente descrito entre a CytlAa e as toxinas Cry de Bti.
A sinergia entre CytlAa e Bin depende da CytlAa funcional, jA que a mutante
CytlAaV122E, que é afetada na sua capacidade de oligomerizacao e insercdo na membrana,
ndo foi capaz de sinergizar a toxina Bin em larvas resistentes. O mecanismo de sinergia
revelado neste estudo é inédito mostrando que a toxina CytlAa pode superar as falhas de
ligacdo entre a toxina Bin e o seu receptor, pois permite a internalizacdo da toxina nas células
intestinais. Neste estudo, foi ainda investigado o mecanismo de morte celular causado pela
toxina Bin e foram observados indicios de envolvimento da via intrinseca de apoptose através
da ativacéo da Caspase-3. Os dados deste estudo contribuem para o conhecimento do modo de
acao destas toxinas e ajudam a desenvolver estratégias aprimoradas para explorar suas
caracteristicas inseticidas.

Palavras chave: Toxinas bacterianas. Mosquitos vetores. Controle vetorial. Resisténcia a
inseticidas. Controle bioldgico de vetores.



NASCIMENTO, N. A. Characterization of the synergy of insectide toxins from Bacillus
thuringiensis sorovar. israelensis and Lysinibacillus sphaericus with action on mosquito
larvae. 2020. Thesis (Doctorate in Life Sciences and Biotechnology for Health) — Instituto
Aggeu Magalhées, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2020.

ABSTRACT

Lysinibacillus sphaericus is an effective biological larvicide used in mosquito control, but
insect resistance limits its utilization. The Bin resistance in Culex quinquefasciatus is caused
by mutations that lead to the absence of receptors in the midgut epithelium. It has been shown
that the CytlAa toxin of Bacillus thuringiensis sorovar. israelensis (Bti) restores the Bin
toxicity to Bin-resistant C. quinquefasciatus larvae and to Aedes aegypti larvae, that are
naturally refractory to the Bin toxin, due to the absence of Bin receptors. This study aimed to
investigate the sinergy mechanism between Bin and Cyt1Aa toxins to Bin-resistant larvae. In
this study, it was shown that different mixtures of Bin and CytlAa toxins display in vivo
toxicity to Bin-resistant larvae. This activity was correlated to the cellular internalization of
Bin toxin that it was only observed when the larvae were treated with Cytl1Aa toxin. The
synergistic effect observed between Bin and Cyt1Aa toxins does not depend on their binding,
contrasting with the mechanism previously described for the sinergy between Cyt1Aa and Cry
toxins from Bti. The sinergy between CytlAa and Bin depends on the functional CytlAa,
since the mutant CytlAaV122E, which is affected in oligomerization and membrane
insertion, was unable to sinergize the action of Bin toxin to Bin-resistant larvae. The sinergy
mechanism revealed in this study is inedit showing that the Cyt1Aa toxin can overcome the
failures in the binding steps involving Bin-receptor, by allowing the internalization of Bin
toxin into the midgut cells. In this study, the cell death mechanism caused by Bin toxin was
also investigated and signs of involvement of intrinsic apoptosis pathway through activation
of Caspase-3 were found. Findings from this work enlarge our knowledge about the mode of
action of these mosquitocidal toxins and would help to develop improved strategies to exploit
their insecticidal features.

Keywords: Bacterial toxins. Mosquito vectors. Vector control. Insecticide resistance.
Biological control of vectors.
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1 INTRODUCAO

As especies de mosquito Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti apresentam
importancia na satde publica pois atuam como vetores de agentes etiologicos de doencas
humanas. Larvicidas bioldgicos a base de bactérias entomopatégenas como Lysinibacillus
sphaericus (Lsp) e Bacillus thuringiensis sorovar. israelensis (Bti) sdo importantes agentes de
controle destas espécies. Na cidade do Recife, larvicidas a base de Lsp e Bti ja vem sendo
utilizados em programas de controle de C. quinquefasciatus e Ae. aegypti, respectivamente.
Estas bactérias sdo Gram-positivas, esporulantes, aerébicas e de distribuicdo cosmopolita em
solos e ambientes aquéticos. Durante a esporulacdo, Lsp e Bti produzem cristais protéicos que
contém protoxinas com atividade larvicida para algumas espécies de culicideos dos géneros
Culex, Anopheles e Aedes. O modo de acdo destas toxinas compreende as seguintes etapas: 1)
ingestdo das bactérias contendo os cristais proteicos pelas larvas em meio aquético; 2)
solubilizacdo dos cristais em pH intestinal alcalino e liberacdo das protoxinas no limen; 3)
clivagem das protoxinas em toxinas ativas por proteases do intestino larval; 4) e ligacdo das
toxinas a receptores especificos no epitélio intestinal. Esta Ultima etapa € essencial para a
atividade larvicida destes compostos pois leva a internalizacdo das toxinas e efeitos
citopatoldgicos. Nos cristais de Lsp, o principal fator inseticida é a protoxina Bin, enquanto
que o cristal de Bti € composto por quatro protoxinas e as mais comumente encontradas sdo
Cryl1Aa, Cry4Aa, Cry4Ba e CytlAa.

A toxina Bin do Lsp atua em C. quinquefasciatus através da ligagdo com receptor
especifico presente no epitélio intestinal, a a-glicosidase Cgm1. Larvicidas bioldgicos a base
do Lsp vem sendo usados com sucesso para o0 controle de espécies dos géneros Culex e
Anopheles e suas principais vantagens sdo a elevada acdo seletiva e persisténcia prolongada
nos criadouros. Entretanto, Ae. aegypti € uma espécie naturalmente refrataria ao Lsp o que
limita o espectro de acdo deste agente no campo do controle de vetores. Além disso, casos de
resisténcia de C. quinquefasciatus e Culex pipiens ja foram registrados, pois a toxina age em
uma unica classe de receptores, cujos genes podem apresentar mutacGes que levam a
resisténcia. Até o momento, foram identificados oito alelos de resisténcia do gene que
codifica a a-glicosidase Cqm1/Cpm1, receptor da toxina Bin. Mutacgdes nestes alelos geram
transcritos que, em sua maioria, codificam para proteinas truncadas que ndo estdo disponiveis
na membrana do intestino para ligacdo a toxina Bin, conferindo assim o status de resisténcia
de larvas ao agente. Quatro destes alelos foram identificados e ocorrem em populacdes de C.

quinguefasciatus da cidade do Recife.



Caracterizacdo do mecanismo de sinergia de toxinas... Nascimento, N. A. 17

Por outro lado, as quatro toxinas do cristal inseticida do Bti ligam-se a diferentes
receptores do epitélio intestinal das larvas, tais como caderinas (CADs), aminopeptidases
(APNs) e fosfatases alcalinas (ALPs). O Bti possui um modo de acdo complexo com quatro
toxinas que agem em sinergia, ou seja, as toxinas individuais tém acéo inferior a do cristal
completo. O principal protagonista da sinergia é a toxina Cytl1Aa, que tem a capacidade de
funcionar como primeiro receptor das demais toxinas Cry, promovendo uma ligacdo de alta
afinidade destas toxinas oligomerizadas com um segundo receptor, presente no epitélio
intestinal das larvas. A acdo da toxina Cyt1Aa como um receptor pode superar, por exemplo,
as possiveis falhas de ligacOes das toxinas Cry aos receptores do intestino das larvas. Uma
limitacdo do cristal do Bti € que a sua persisténcia em criadouros é apenas moderada, sendo
mais vulneravel a fatores ambientais do que o Lsp, o que requer aplicagdes mais frequentes ou
formulacGes mais efetivas para superar a fotdlise e outros fatores que degradam o principio
ativo em condigdo de campo. Larvicidas bioldgicos a base de Bti tém sido utilizados para o
controle de vérias espécies de insetos vetores, inclusive para o Ae. aegypti, que € refratario ao
Lsp.

Estudos prévios demonstraram que a associacdo de cristais de Lsp e Bti € uma
estratégia excelente de controle vetorial, pois larvas de C. quinquefasciatus resistentes a
toxina Bin ndo exibem resisténcia cruzada ao Bti. Analises in vivo mostraram que misturas
das toxinas Bin (Lsp) e CytlAa (Bti) sdo ativas para larvas de C. quinquefasciatus resistentes
a Bin e também para Ae. aegypti, que é naturalmente refratario. Estes dados indicam que o
uso associado das toxinas Bin e CytlAa é uma estratégia recomendada para 0 manejo da
resisténcia ao Lsp, além de oferecer um espectro de acdo mais amplo para o controle de
vetores que proliferam-se em éareas urbanas como C. quinquefasciatus e Ae. aegypti. O
desenvolvimento do larvicida bioldgico Vectomax® foi resultado destes estudos que
demonstraram que a associacdo das toxinas pode trazer vantagens, e a principal toxina
responsavel pela sinergia entre elas é a CytlAa. Para larvas de C. quinquefasciatus resistentes
e Ae. aegypti que ndo possuem receptores para a toxina Bin, a acdo letal da Bin pode ser
mediada pela toxina Cyt1Aa, apesar de seu mecanismo ainda ser desconhecido.

Estudos prévios ja elucidaram a base da sinergia entre a toxina CytlAa e as toxinas
Cry do proprio cristal do Bti. Neste caso, a toxina CytlAa tem a capacidade de se inserir
diretamente na membrana e atuar como receptor das toxina CryllAa e Cry4Ba. Entre as
toxinas CytlAa e Cryl1Aa, ocorre uma interacdo entre as moléculas que se ligam através de
regides especificas. Esta ligagdo induz a formacdo de oligdbmeros da Cryl1lAa, os quais se

ligam com maior afinidade aos receptores presentes no epitélio intestinal das larvas, que séo
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APNs e ALPs. A acdo da toxina Cry4Ba também é favorecida pela sinergia com a CytlAa, e
a mesma regido da toxina CytlAa esta envolvida na interacdo com as toxinas CryllAa e
Cry4Ba.

Apesar das vantagens oferecidas pelas misturas de toxinas inseticidas, o seu uso deve
ser fundamentado em estudos aprofundados de seus modos de agdo. Neste contexto, o
presente estudo visou elucidar o modo de ac¢do da associagdo das toxinas Bin e CytlAa, que
estdo presentes em novos produtos larvicidas bioldgicos, e que tem apresentado um excelente
potencial para o controle conjunto de Culex e Aedes em areas urbanas do Recife. Inicialmente,
este trabalho considerou a hipdtese que, em larvas desprovidas de receptores especificos, a
toxina Cyt1Aa seria um potencial receptor da toxina Bin. Esta hipétese foi baseada no modo
de sinergia ja desvendado para as toxinas Cry e CytlAa. Durante o desenvolvimento do
trabalho, a hipdtese inicial foi refutada e uma nova hipdtese foi formulada: a sinergia entre as
toxinas Bin e Cyt1Aa ocorre devido a funcionalidade e consequente atividade de formacdo de
poro da CytlAa selvagem, permitindo a internalizacdo da toxina Bin. Portanto, para avaliar
esta nova hipotese foram realizados ensaios in vivo e in vitro a fim de compreender o
mecanismo de interacdo molecular destas toxinas com o epitélio intestinal das larvas. Além
disso, também foram investigadas as organelas alvo das toxinas e a ativacdo da via de
apoptose apds a intoxicacao pela toxina Bin. A compreensao e elucidacdo do modo de a¢do da
sinergia entre as toxinas Bin e CytlAa é relevante e pode contribuir para o uso racional de

larvicidas bioldgicos e de associacao de toxinas inseticidas para o controle de culicideos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Os mosquitos atuam como vetores de patdgenos para 0 homem, apresentando
importancia na saude publica (BERENGER; PAROLA, 2017). Espécies como Culex
quinquefasciatus e Aedes aegypti sdo importantes vetores alvos de ferramentas de controle no
Brasil (FARAJOLLAHI et al., 2011; KAUFFMAN; KRAMER, 2017). Doengas como
filariose linfatica, dengue, Chikungunya e zika, dentre outras que tem seus patdgenos
transmitidos por vetores, ainda representam um grande desafio para a Saude Publica. Muitas
vezes estas doencas nao tem tratamento especifico nem vacina, fazendo com que o controle da
densidade populacional destes insetos seja uma ferramente extremamente importante para o
controle destas enfermidades (BRASIL, 2018; CARVALHO; MOREIRA, 2017; ROMANO
etal., 2011).

2.1 Bioecologia de culicideos

Os insetos Culex quinquefasciatus Say 1823 e Aedes aegypti Linnaeus 1762
pertencem a Ordem Diptera, Familia Culicidae e apresentam distribuicdo cosmopolita com
maior concentracdo em areas urbanas de regiGes tropicais e subtropicais. Sdo insetos
holometabolos, ou seja, apresentam a metamorfose completa. O ciclo de vida inicia a partir de
fémeas que, ap0s o acasalamento e o repasto sanguineo, necessario para a producdo e
maturacdo dos ovos, fazem a oviposicdo em ambiente aquatico para desenvolvimento dos
estagios pré-imaginais (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). O habito hematofagico das fémeas e a
co-evolucdo de patdgenos, os quais necessitam fazer parte de seu desenvolvimento nos
insetos, possibilitam a transmissdo de agentes patogénicos ao homem e outros animais,
tornando estes insetos vetores bioldgicos de grande importancia na salde publica
(BERENGER; PAROLA, 2017). Apesar de pertencerem a mesma familia, estas espécies

apresentam particularidades que serdo apresentadas nas proximas segoes.

2.1.1 Culex quinquefasciatus

Esta espécie é antropofilica e, por este motivo, frequentemente apresenta forte
comportamento endofilico em busca da alimentac&o sanguinea nas habita¢cdes humanas. O seu
ciclo de vida (Figura 1) apresenta quatro diferentes fases: ovos, cuja deposi¢éo se da de forma

agrupada, assemelhando-se a uma jangada; larva, que passa por quatro estadios (Li a La);
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pupa; adulto. A fase jovem ou pré-imaginal destes insetos ocorre no habitat aquatico, onde as
larvas se desenvolvem até atingirem a fase de pupa. Em seguida, ocorre a muda imaginal, ou
seja as pupas passam para a fase alada. As fémeas desta espécie tém preferéncia por fazer a
oviposicdo em colecdes aquaticas ao nivel do solo com alta concentracdo de matéria organica
(CONSOLI; OLIVEIRA, 1994) tais como fossas sépticas, canais, corregos, entre outros. Este
fator indica que esta espécie pode ser considerada tolerante a condigdes extremas incluindo
pH elevado e um certo grau de salinidade (MCCALL; EATON, 2001; SANTANA-
MARTINEZ; MOLINA; DUSSAN, 2017). As larvas sdo filtradoras n&o-seletivas
alimentando-se de matéria organica presente na &gua, enquanto os adultos se alimentam de
seiva vegetal e néctar, necessarios para a sobrevivéncia, metabolismo, longevidade e v60. As
fémeas também realizam a hematofagia, necessaria para a producdo e maturacao dos ovos e
geralmente sdo antropofilicas, embora possam alimentar-se também em aves, bovinos,
equinos e outros animais (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; FOSTER, 1995; GREENBERG et
al., 2013; NAYAR; SAUERMAN, 1971; NAYAR; VAN HANDEL, 1971).

Figura 1 — Representagdo do ciclo de vida de Culex quinquefasciatus.

| UniVErs ity O £ ETOridA

Adulto

Larva

Fonte: Hill e Connelly (2009).

Nota: Apds a postura dos ovos agrupados sob a forma de jangada, as larvas eclodem e passam por quatro
estadios, com média de 24h cada, transformam-se em pupas que, em até 48h, atingem a fase adulta. O ciclo tem
duracdo média de dez dias sob condigdes 6timas de temperatura e disponibilidade de alimento.

No momento da alimentagdo sanguinea, as fémeas podem adquirir agentes

patogénicos que, apos seu desenvolvimento, podem ser transmitidos para 0 homem e outros
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animais, revelando sua importancia epidemioldgica. C. quinquefasciatus pode ser vetor
bioldgico de diferentes patdgenos como vermes nematodeos e virus (FARAJOLLAHI et al.,
2011). No Brasil, o agente etioldgico da filariose linfatica, o0 nematodo Wuchereria bancrofti,
é transmitido pelo C. quinquefasciatus. A filariose é uma doenca ainda considerada endémica
na Regido Metropolitana do Recife (RMR) (BRANDAO et al., 2015; FONTES et al., 2012).
Além do Brasil, a filariose linfatica também apresenta carater endémico em outras regides do
mundo e, devido a este cenario, foi implementado o Programa Global de Eliminacdo da
Filariose Linfatica (PGEFL) com o objetivo de erradicar a doenca até 2020 (OTTESEN et al.,
2000). Este programa apresenta dois componentes principais: interrupcdo da transmissao e
controle da morbidade causada pela doenga. A interrupgdo da transmisséo deve ser alcancada
através do tratamento em massa da populacdo com drogas microfilaricidas além de medidas
de controle vetorial (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2018).

O programa ja apresentou resultados promissores em alguns paises e a doenga ja foi
eliminada em algumas regides da Africa, Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental, entretanto,
esforcos sdo necessarios para atingir o objetivo de eliminar globalmente a doenca até 2020
(WEEKLY EPIDEMIOLOGICAL RECORD, 2017; REBOLLO; BOCKARIE, 2017). Desde
2003, na cidade do Recife, acGes para o controle de C. quinquefasciatus que incluem o uso de
larvicidas biolégicos a base de Lsp, tém sido executadas no ambito do Programa Nacional
para Eliminacdo da Filariose Linfatica (PNEFL). Além do controle da populagdo vetora, o
programa também conta com o tratamento em massa da populacdo humana, de forma focal
com drogas microfilaricidas (Dietilcarbamazina) (ALBUQUERQUE; BRAGA; LYRA,
2013). Em 2015 na RMR, o xenomonitoramento para busca de fémeas de mosquitos C.
quinquefasciatus infectadas por W. bancrofti ndo detectou individuos positivos. Entretanto,
ndo é possivel afirmar que ja ndo ocorre a transmissdo deste patdgeno (RAMESH et al.,
2018). Além disso, em 2016, tampouco foi observada transmissdo de filariose em criancas de
areas com endemicidade incerta que circundam quatro cidades endémicas da RMR. Além de
avaliar areas endémicas, também € necessario fazer a vigilancia em areas ndo endémicas
devido ao fluxo de pessoas entre estes municipios (XAVIER et al., 2019), além da imigracéo
oriunda de pessoas de paises endémicos para o Brasil, tais como Haiti, Republica Dominicana
e Senegal, que poderiam permitir a criacdo de novos focos ativos da doenga (NUNES et al.,
2016; SILVA et al., 2017; ZUCHI et al., 2017).

C. quinquefasciatus também pode ser vetor de arbovirus como Nilo Ocidental
(VNO), Saint Louis, Oropouche, Rocio, Mayaro entre outros (FIGUEIREDO, 2007; HEINEN
et al., 2015; MARTINEZ et al., 2017; TURELL, 2012). O VNO pode causar uma severa
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doenca neuroldgica e mortes em humanos e cavalos, além da possibilidade de infeccdo em
outros mamiferos. As aves silvestres sdo consideradas os principais reservatorios deste virus
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2017). No Brasil, o0 VNO ja foi detectado em
frangos e em cavalos, mas ndo em aves selvagens (LUGARINI et al., 2017; OMETTO et al.,
2013). O primeiro caso humano de VNO relatado no Brasil ocorreu no Piaui em 2014, mas
ndo foi esclarecido se o caso foi autoctone ou importado (VIEIRA et al., 2015). Mais
recentemente, C. quinquefasciatus também foi relatado como um vetor competente do virus
Zika, sendo o virus isolado a partir de amostras coletadas em campo na RMR (Pernambuco,
Brasil), no México e na China (AYRES, et al., 2019; ELIZONDO-QUIROGA et al., 2018;
EPELBOIN et al., 2017; FU et al., 2017; GUEDES et al., 2017; SONG et al., 2017).

2.1.2 Aedes aegypti

Assim como C. quinquefasciatus, a espécie Ae. aegypti é sinantrdpica e antropofilica,
tendo 0 homem como principal fonte de alimentacdo sanguinea. O seu ciclo de vida é similar
(Figura 2), apresenta quatro fases de desenvolvimento (ovo, larva, pupa e adulto) que também
ocorre no ambiente aquético, até a emergéncia do adulto para a fase alada. Diferente de C.
quinquefasciatus, Ae. aegypti tem preferéncia em fazer a oviposi¢do em recipientes com agua
considerada limpa, ou seja, com baixa quantidade de matéria organica (CONSOLI,
OLIVEIRA, 1994). A oviposicdo também tem carateristicas distintas, pois as fémeas
depositam ovos individuais de forma dispersa em diferentes criadouros, comportamento
denominado de oviposicdo em saltos ou “skip oviposition”. Uma caracteristica importante dos
ovos desta espécie é a sua forte resisténcia a dessecacdo mantendo-se viaveis por periodos
prolongados (meses), cuja eclosdo das larvas pode acontecer quando o ambiente estiver
favoravel apos o contato com agua (REITER, 2007). Devido a este fator, populacdes de Ae.
aegypti podem ser transportadas de forma passiva, pois 0s ovos podem ser levados para
diferentes localidades através do deslocamento humano e comercio mundial de mercadorias
(DIAZ-NIETO et al., 2016; FLACIO et al., 2015).
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Figura 2 — Representacdo do ciclo de vida de Aedes aegypti.

o

Adulto

Fonte: Zettel e Kaufman (2008).

Nota: Apbs a postura dos ovos, as larvas eclodem e passam por quatro estadios, com média de 24h cada,
transformam-se em pupas que, em até 48h, atingem a fase adulta. O ciclo tem duragdo média de dez dias sob
condicBes 6timas de temperatura e disponibilidade de alimento.

Assim como ocorre com C. quinquefasciatus, Ae. aegypti tem destacada importancia
na saude publica devido ao seu status de vetor biol6dgico de diversos arbovirus como dengue,
febre amarela, chikungunya, Zika, entre outros (KAUFFMAN; KRAMER, 2017; ZETTEL;
KAUFMAN, 2008). As arboviroses, infeccGes associadas a estes virus, representam um
desafio para a saude publica pois ndo possuem um tratamento especifico e ndo ha cobertura
vacinal realizada pelo SUS, exceto para febre amarela em éareas endémicas para o ciclo
silvestre em primatas ndo humanos (BRASIL, 2018). Portanto, a principal forma de controle
destas doencas é através do controle da densidade populacional do vetor (CARVALHO;
MOREIRA, 2017; ROMANO et al., 2011). Atualmente no Brasil, dengue, febre do virus Zika
e febre de chikungunya apresentam uma grande importancia epidemioldgica, sendo doencas
de notificacdo compulsoria. Comparando o numero de casos provaveis entre janeiro e agosto
de 2018 e 2019, foi registrado um aumento para as trés doencas, com valores mais
expressivos para dengue (aproximadamente 600%) (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO [DA]
SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2019). A situacdo da dengue ¢, sem duvida,
a mais alarmante pela circulacdo de quatro sorotipos virais e endemicidade da doenca com
expressivas epidemias nas Gltimas trés décadas (FARES et al., 2015; PAIXAO; TEIXEIRA;
RODRIGUES, 2018). Com relacdo a febre pelo virus Zika, é importante ressaltar que esta
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doenca pode trazer complicacBes neuroldgicas, tendo sido identificado como agente
etiolégico de um novo agravo denominado “Sindrome Congénita do virus Zika”. Esta
sindrome acomete recém-nascidos e é caracterizada por inimeras malformacdes neurologicas
com sérias consequéncias no desenvolvimento, devido a infeccdo viral da mée durante a
gravidez (ARAUJO et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017).

2.2 Controle populacional de mosquitos

O controle de diversas doengas, que tem seus patdgenos transmitidos por mosquitos,
compreende o uso de métodos para reducdo da densidade populacional do inseto vetor na area
afetada, através de controle mecanico, manejo ambiental, uso de larvicidas e/ou adulticidas,
abordagens de controle genético e comportamental (ACHEE et al., 2015; KILLEEN et al.,
2017). Entretanto, o controle de culicideos € um desafio devido as suas caracteristicas
biolégicas como adaptacdo ao ambiente, ciclo de vida curto e elevada taxa reprodutiva que
podem favorecer a sua rapida proliferacdo, sobretudo, associadas a precariedade das
condi¢cdes ambientais e urbanas e o clima tropical (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; REGIS et
al., 2008). O uso de inseticidas quimicos de sintese permanece como uma das principais
ferramentas de controle desde a sua descoberta e o inicio do uso do organoclorado dicloro-
difenil-tricloroetano (DDT). Em seguida, outras classes de inseticidas quimicos
(organofosforados, carbamatos e piretrdides) foram descobertas e também passaram a ser
utilizadas. No entanto, devido a toxicidade destes compostos para organismos nao-alvo e a
selecdo de populagdes resistentes, seu uso vem sofrendo restricbes e agentes com agao mais
seletiva e segura vém sendo estudados (CHAREONVIRIYAPHAP et al., 2013;
DOBROKHOTOV, 1991; HEMINGWAY; RANSON, 2000; MACIEL-DE-FREITAS et al.,
2012).

Agentes de controle bioldgico, por exemplo, vém sendo utilizados com sucesso na
reducdo populacional de insetos. Nesta abordagem, podem ser empregados parasitas,
predadores, patdégenos, competidores ou toxinas produzidas por estes agentes, sendo este
método considerado sustentavel e seguro para 0 ambiente por ser mais seletivo (LACEY et
al., 2015). Os agentes de controle bioldgico mais utilizados sdo as bactérias entomopatogenas,
produtoras de toxinas inseticidas com acao contra dipteros, lepidopteros, coledpteros, aléem de
alguns nematodos. Durante a esporulacdo, as bactérias entomopatogenas produzem cristais
proteicos que contém as toxinas inseticidas cujo mecanismo de agdo ocorre atraves de ligacéo

a receptores especificos localizados no epitelio intestinal de larvas (BRAVO et al., 2011).
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Larvicidas bioldgicos produzidos a base de duas espécies de bactérias se destacam no ambito
de controle de insetos vetores: Bacillus thuringiensis sorovar. israelensis (Bti) e
Lysinibacillus sphaericus (Lsp). Ambas apresentam alta toxicidade para culicideos e 0s
larvicidas bioldgicos a base de Bti sdo mais utilizados para os géneros Anopheles, Culex e
Aedes, enquanto que aqueles a base de Lsp sdo mais utilizados para os géneros Culex e
Anopheles (LACEY, 2007; POOPATHI; ABIDHA, 2010; REGIS et al., 2001).

O uso de larvicidas biologicos a base destas bactérias é uma ferramenta
extremamente importante no controle de mosquitos visto que apresenta diversas vantagens
como a facilidade operacional, agdo répida, seletividade para organismo alvo e, sobretudo, a
seguranca ambiental em vista do rigor e exigéncias das legislagbes ambientais mais avancadas
(LACEY et al., 2007). No contexto do controle de C. quinquefasciatus, devido as suas
caracteristicas ecobiologicas, as quais permitem mapear criadouros com alta densidade
populacional, o uso destes larvicidas biol6gicos pode ter um impacto significativo na
densidade populacional, sendo a principal medida de controle vetorial (BARBAZAN et al.,
1997; HOUGARD et al., 1993; MOISE; RIEGEL; MUTURI, 2018; REGIS et al., 1995;
SILVA-FILHA et al., 2001; SKOVMAND et al.,, 2011). Ja para Ae. aegypti, 0 uso
convencional de larvicidas em criadouros é importante, mas deve ser associado a outros
métodos de controle, tendo em vista a dificuldade de mapear criadouros desta espécie devido
ao seu comportamento disperso de oviposicdo, além da ampla variedade de microcriadouros,
sendo alguns cripticos que ndo sdo alcancados pelo método convencional de aplicacdo focal
de larvicidas (BARRERA et al., 2018; REGIS et al., 2013; REITER, 2007).

2.3 Lysinibacillus sphaericus

A bactéria Lysinibacillus sphaericus Neide (Lsp), previamente denominada Bacillus
sphaericus (AHMED et al., 2007), é uma bactéria Gram-positiva, aerobica e esporulante com
distribuicdo cosmopolita, podendo ser encontrada em solos e ambientes aquaticos
(DAVIDSON, 1984). Durante a esporulacdo, esta bactéria produz cristais proteicos que
contém toxinas inseticidas para larvas de algumas espécies de mosquitos, sendo portanto,
classificada como um entomopatogeno (MITTAL, 2003). Na regido terminal do esporangio,
que é caraterizado pela sua forma de raquete, estdo localizados os esporos e, proximos a eles,
ficam os cristais (Figura 3). O isolamento da primeira linhagem de Lsp com atividade
larvicida foi feito a partir de larvas moribundas de Culiseta incidens coletadas em 1963 nos

Estados Unidos (KELLEN et al., 1965). Depois, outras cepas com alto poder larvicida para
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culicideos foram caracterizadas como: 1593 da Indonésia (SINGER, 1974); 2297 do Sri
Lanka (WICKREMESINGHE; MENDIS, 1980); 2362 da Nigéria (WEISER, 1984); e C3-41
da China (ZHANG et al., 1987). As cepas de Lsp sdo classificadas em cinco grupos (I-V) com
base na homologia de seu DNA. O grupo Il sofreu uma subdivisdo de acordo com a
patogenicidade para larvas de mosquitos, sendo o subgrupo IlA o que contem as cepas com
esta caracteristica, o qual inclui as cepas citadas acima (KRYCH; JOHNSON; YOUSTEN,
1980).

Figura 3 — Lysinibacillus sphaericus em fase de esporulagéo.

Fonte: Modificado de Kalfon et al. (1984).
Legenda: Visao longitudinal em micrografia eletronica. E = esporo; C = cristal protéico.

Até o momento, algumas toxinas com a¢do inseticida foram identificadas em Lsp:
Binaria (Bin), Mosquitocidal toxins (Mtx), Cry e a Sphaericolisina. Estas toxinas podem ser
produzidas em diferentes fases do desenvolvimento da bactéria (vegetativa ou de esporulagéo)
e por diferentes cepas (BERRY, 2012). As toxinas Mtx sdo produzidas durante a fase
vegetativa do crescimento do Lsp e sdo classificadas em trés tipos: Mtx1 (100 kDa), Mtx2 (32
kDa) e Mtx3 (36 kDa) (LIU; PORTER; WEE, 1996; THANABALU et al., 1991;
THANABALU; PORTER, 1996). Foi observado que estas toxinas sofrem degradacdo por
proteases durante o crescimento no meio de cultura para esporulacdo, subsequente a fase
vegetativa de crescimento, fazendo com que elas sejam instaveis e tenham baixa atividade
toxica. Entretanto, a toxina Mtx1l expressa sob a forma recombinante modificada para
auséncia de expressdo da protease apresentou alta toxicidade para larvas de C.
quinquefasciatus na fase vegetativa e durante a esporulacdo (THANABALU; PORTER,
1995). Outro estudo também mostrou que as toxinas Mtx1 e Mtx2, expressas sob a forma
recombinante em Escherichia coli, apresentaram de moderada a alta atividade larvicida para
culicideos (WEI; CAI; YUAN, 2006; WIRTH et al., 2007). Adicionalmente, foi observada a

sinergia de toxinas Mtx com toxinas Cry de Bti, e algumas combina¢des de misturas destas
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duas toxinas proporcionaram a supressdo da resisténcia a toxinas Cry em C. quinquefasciatus
(WIRTH et al., 2007, 2014).

As toxinas Cry sdo caracteristicamente produzidas por subespécies de Bacillus
thuringiensis (BRAVO et al., 2011; CRICKMORE et al., 1998), no entanto, duas toxinas
desta familia, denominadas Cry48Aa (135 kDa) e Cry49Aa (53 kDa), foram identificadas na
cepa IAB59 de Lsp (JONES et al., 2007). Estas sdo protoxinas contidas em cristais
produzidos durante a esporulacdo. Também sdo consideradas uma toxina binaria pois agem
em sinergia, necessitando de concentracdes equimolares de cada componente para atingir a
toxicidade méxima para larvas. No entanto, em cepas nativas, o componente Cry48Aa
apresenta baixa acumulagdo e a producgdo dos fatores toxicos ndo € equimolar (JONES et al.,
2007). Desta forma, a producdo desta toxina binaria, por si s0, ndo € capaz de proporcionar
uma alta atividade toxica para estas cepas. Quando as toxinas Cry48Aa e Cry49Aa sdo obtidas
de forma purificada e aplicadas em concentracfes equimolares, elas possuem uma alta
atividade larvicida para C. quinquefasciatus, comparavel aquela detectada para a toxina Bin.
Estudos preliminares mostraram que o espectro de acdo desta toxina se limita ao género
Culex, ndo ocorrendo acdo toxica para larvas de Ae. aegypti e Anopheles gambiae (JONES et
al., 2008). Por outro lado, a principal particularidade desta toxina é que ela tem atividade
toxica para larvas de C. quinquefasciatus resistentes a toxina Bin, indicando que a toxina
Cry48Aa/Cry49Aa se liga a diferentes receptores (MELO et al., 2009). Os ligantes desta
toxina no epitélio intestinal de C. quinquefasciatus foram identificados através de uma analise
protedmica e compreendem fosfatases alcalinas, aminopetidades e outras proteinas de
membrana (REZENDE et al., 2017).

A Sphaericolisina, toxina detectada na cepa A3-2 de Lsp, foi a mais recentemente
identificada. A toxina é uma citolisina dependente de colesterol, com um peso molecular de
53 kDa e que apresenta toxicidade quando injetada em Blatella germanica (Blattodea) e, em
menor intensidade, em Spodoptera litura (Lepidoptera). Além disso, a Sphaericolisina ja foi
isolada a partir de um 6rgéo digestivo da formiga-ledo Myrmeleon bore (NISHIWAKI et al.,
2007). A familia de proteinas da Sphaericolisina é aparentemente conservada entre as cepas
de Lsp e esta toxina também foi encontrada em cepas fora do subgrupo 1A, que é o subgrupo
relacionado a atividade inseticida (FROM; GRANUM; HARDY, 2008).
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2.4 Toxina binéria do L. sphaericus

A toxina Bin é o principal componente tdxico presente no cristal protéico do L.

sphaericus e serd mais detalhada nesta secao.

2.4.1 Componentes e dominios funcionais

A toxina Bin é o principal fator toxico de Lsp e é encontrada nas cepas que tem alta
atividade larvicida para culicideos, tais como a 1593 e a 2362. Por este motivo, os cristais
produzidos por cepas contendo esta toxina sdo o principio ativo dos larvicidas
comercialmente disponiveis (BERRY, 2012; LACEY, 2007; REGIS et al., 2001). A toxina
Bin é produzida durante a esporulacdo, sob a forma de uma protoxina heterodimérica,
formada pelas subunidades BinA (42 kDa) e BinB (51 kDa) (BAUMANN; BROADWELL;
BAUMANN, 1988). A protoxina é produzida sob a forma de inclusdes cristalinas que contém
uma alta e equimolar concentracdo das duas subunidades. A toxina é denominada binaria pois
0s dois componentes sdo necessarios em concentragdes equimolares para provocar uma alta
acdo larvicida em algumas espécies de mosquitos (BAUMANN et al., 1991; NICOLAS et al.,
1993). Os cristais proteicos de Lsp tem acdo por via oral e s&o ingeridos pelas larvas durante a
alimentacdo por filtracdo de particulas em suspensdo no ambiente aquatico. Apds a ingestéo,
ocorre a solubilizacdo dos cristais em pH intestinal alcalino (210), liberando as protoxinas no
limen intestinal. Em seguida, ocorre a ativacdo da protoxina em forma ativa devido a
clivagem realizada pelas serina-proteases. Neste processo, 0s polipeptideos BinA e BinB de
42 e 51 kDa séo convertidos em fragmentos ativos de 39 e 43 kDa, respectivamente
(BROADWELL; BAUMANN, 1987).

Para que a acdo da toxina Bin ocorra, é essencial a sua ligacdo com receptores
presentes no epitélio intestinal. Em C. quinquefasciatus, esta importante funcdo é realizada
pelo componente BinB, ja o componente BinA é responsavel pela toxicidade (CHARLES et
al., 1997; NICOLAS et al., 1993). As sequéncias de aminoacidos de BinA e BinB apresentam
28% de identidade e 46% de similaridade (COLLETIER et al., 2016). Entre estas toxinas, as
sequéncias de aminoacidos altamente conservadas sdo também as principais regifes
hidrofobicas, que estdo frequentemente localizadas na porcdo interna da proteina e
possivelmente estdo envolvidas na interagdo com a membrana celular (BAUMANN;
BROADWELL; BAUMANN, 1988). Estudos in vitro demonstraram que as protoxinas BinA

e BinB sdo monoméricas e que, quando ativadas, podem formar um heterodimero,



Caracterizacdo do mecanismo de sinergia de toxinas... Nascimento, N. A. 29

possivelmente € sob esta forma que a toxina interage com o receptor no epitélio intestinal,
pois a alta toxicidade em culicideos sé ocorre quando os componentes estdo em quantidades
equimolares (BAUMANN et al., 1991; SURYA et al., 2016). Além disso, ja foi observado
que, para a sua acao nas células, estas toxinas nao necessitam formar oligdmeros, tal como ja
foi demonstrado para as toxinas Cry (HIRE et al., 2014).

O componente BinA, com 370 amino&cidos, tem o seu dominio C-terminal
fortemente associado a toxicidade para as células e pode estar implicado também na
capacidade de formacéo de poros no epitélio intestinal, favorecendo a internalizacdo da toxina
(ELANGOVAN et al., 2000). Adicionalmente, j& foi demonstrado que residuos de cisteina
(31, 47 e 195), triptéfano (222 e 226), acido glutdmico (98 e 114) e arginina (97 e 101)
presentes nesta subunidade, sdo necessarios para a sua toxicidade (KUNTHIC et al., 2011,
PROMDONKOQY et al., 2008; SANITT; PROMDONKOQOY; BOONSERM, 2008). Além
disso, o dominio C-terminal também apresenta um importante papel para a ligacdo com a
subunidade BinB, como demonstrado in vitro através de ensaios de interacdo de dois
fragmentos deste dominio com a BinB (LIMPANAWAT; PROMDONKOY; BOONSERM,
2009). Analises de dicroismo circular e de cristalografia apontaram a predominancia de folhas
B na estrutura da BinA como observado na figura 4 (COLLETIER et al., 2016;
SRISUCHARITPANIT et al., 2012).

A subunidade BinB possui 448 amino&cidos, sendo a regido N-terminal responsavel
pela interacdo com receptores presentes no epitélio intestinal, enquanto a regido C-terminal é
necessaria para a interacdo com o componente BinA (ELANGOVAN et al., 2000; OElI,
HINDLEY; BERRY, 1992). Estudos prévios mostraram que o segmento N-terminal da
subunidade BinB localizado entre os aminoacidos N33 a L158 é essencial para a ligacdo da
toxina ao receptor. Neste segmento, 0s aminoacidos gsIRFg7, 147FQF149 € Y150 sédo criticos
para  esta interacio  (ROMAO; DE-MELO-NETO;  SILVA-FILHA, 2011,
SINGKHAMANAN et al., 2010, 2013). Assim como a BinA, a estrutura da subunidade BinB
tem predominéncia de folhas 3, com o dominio N-terminal com uma estrutura globular e o C-
terminal mais alongado (Figura 4). O dominio N-terminal apresenta residuos de cisteina
necessarios para a sua conformacgéo funcional e contém caracteristicas conservadas, quando
comparado com outras proteinas que tem funcdo de ligacdo a carboidratos, corroborando a
hipdtese de que esta regido pode estar envolvida na interacdo com os receptores. Ja 0 dominio
C-terminal, tem um cluster de residuos aromaticos e uma maior presenca de residuos de

serina e treonina. A estrutura heterodimérica BinAB indica que uma modificacdo
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conformacional expde a regido de interagdo com o receptor, como mostrado na Figura 4
(COLLETIER et al., 2016; SRISUCHARITPANIT et al., 2014).

Figura 4 — Estrutura tridimensional (cristalografia) da toxina Bin.

Dominio trefoil

Dominio de formagio de poro

/

Implicado :
’ na ligagdo =

\_ao receptor /<
BinA _/
B N-propetideo I Folha
. Barril trefoil Transmemhrana
i} Cap trefoil Sanduiche
Insergdes . C-propeptideo

Fonte: Modificado de Colletier et al. (2016).

Legenda: A = estrutura das toxinas BinA e BinB, formadas por dois dominios: trefoil e de formag&o de poro. B =
representacdo da superficie do dimero BinAB demonstrando que a exposi¢do do sitio de interacdo se d& ap6s
modificacdo conformacional da toxina.

2.4.2 Espectro e modo de acéo

A toxina Bin tem acdo larvicida para varias espécies de dipteros dos géneros Culex,
Anopheles, Aedes, Mansonia, além de outros, sendo as espécies do género Simulium
refratarias (SILVA-FILHA; BERRY; REGIS, 2014). O complexo Culex pipiens compreende
as espécies mais suscetiveis a toxina Bin, enquanto no género Aedes ocorre uma grande
variacdo no padrdo de suscetibilidade. Ae. aegypti, por exemplo, é considerado refratario ao
Lsp pois a concentragdo letal para esta espécie é cerca de 100 a 1000 vezes superior a
concentracdo letal para Culex pipiens (NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1992). A
refratariedade de larvas de Ae. aegypti é devido a auséncia de receptores especificos no
epitélio intestinal das larvas, o que impede a ligacdo da toxina Bin. Estas larvas expressam
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uma proteina ortdloga ao receptor Cgml (Aaml) no epitélio, entretanto, esta proteina néo
apresenta capacidade de ligacdo especifica com a toxina Bin (FERREIRA et al., 2010). Por
outro lado, outras espécies do género Aedes sdo suscetiveis ao Lsp tais como Aedes
atropalpus, Aedes triseriatus e Aedes vexans (BERRY et al., 1993; WRAIGHT; MOLLOY;
SINGER, 1987). Larvicidas bioldgicos a base de Lsp sdo utilizados principalmente para o
controle de Culex e Anopheles em diversas partes do mundo (LACEY, 2007; REGIS et al.,
2001), inclusive na cidade do Recife para o controle de C. quinquefasciatus (SANTOS et al.,
2018; SILVA-FILHA et al., 2008).

A interacdo da toxina Bin com o receptor presente no epitélio intestinal das larvas e
sua afinidade de ligacdo é a condigcdo que define o grau de suscetibilidade de cada espécie
analisada. Em larvas altamente suscetiveis como C. pipiens e C. quinquefasciatus, a toxina
Bin se liga especificamente a receptores presentes no microvilli do epitélio intestinal com alta
afinidade e constante de dissociacdo (Kq) de cerca de 5-20 nM (NIELSEN-LEROUX;
CHARLES, 1992; SILVA-FILHA et al., 2004, 2008; SILVA-FILHA; NIELSEN-LEROUX;
CHARLES, 1997, 1999). Para espécies de anofelinos moderadamente suscetiveis, tais como
Anopheles stephensi e Anopheles gambiae, o valor de Kq é cerca de 30-100 nM (SILVA-
FILHA; NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1997). J& em Ae. aegypti, espécie considerada
refrataria, ndo foi detectado um nivel significativo de ligacdo especifica da toxina Bin ao
epitélio intestinal, demonstrando o importante papel da presenca dos receptores para a¢ao da
toxina Bin (FERREIRA et al., 2010; NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1992).

Uma vez internalizada nas células do epitélio intestinal, a toxina Bin causa efeitos
citopatoldgicos que podem contribuir para a morte da larva, entretanto o mecanismo
molecular pelo qual a toxina Bin causa a letalidade ainda é desconhecido. Dados da literatura
mostram que em uma linhagem celular de mamiferos (MDCK) que expressava 0 receptor
Cpml da toxina Bin ja foi observado vacuolizacdo citoplasmatica originada a partir de
autolisossomos como consequéncia da inducdo de autofagia (OPOTA et al., 2011). Com
relacdo a morte celular por apoptose, este mecanismo pode ser induzido atraves da ativacéo de
caspases por duas principais vias de sinalizacdo, a via extrinseca e a via intrinseca
(mitocondrial) (LI; YUAN, 1999; SCHULZE-OSTHOFF et al., 1998). Em um trabalho
realizado com larvas de C. quinquefasciatus expostas a Bin, a acéo da toxina foi relacionada a
inducdo de apoptose através da ativacdo da Caspase-9 e Caspase-3, levando a fragmentacéo
do DNA e ativacédo da cascata de apoptose pela via mitocondrial, possivelmente relacionada
as  alteragbes  ultraestruturais  observadas  principalmente  em  mitocondrias
(TANGSONGCHAROEN et al., 2015). Foram ainda relatados danos no reticulo
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endoplasmatico, destruicdo de microvilosidases e formacdo de grandes vaclolos
citoplasmaticos (MELO et al., 2008; SILVA-FILHA; PEIXOTO, 2003). Uma analise do
transcriptoma de larvas de C. quinquefasciatus expostas e ou ndo a Bin, demonstrou uma
resposta transcricional diferencial relacionada a ativacdo de autofagia (vacuolizacdo
autofagica) e apoptose (via mitocondrial) nas larvas tratadas (TANGSONGCHAROEN et al.,
2017).

2.5 Bacillus thuringiensis sorovar. israelensis

Antes do isolamento do Bacillus thuringiensis sorovar. israelensis (Bti), diferentes
sorovariedades da bactéria entomopatégena Bacillus thuringiensis (Bt) ja tinham sido
caraterizadas e vinham sendo empregadas, sobretudo para o controle de pragas agricolas
(BRAVO et al., 2011; BRAVO; GILL; SOBERON, 2007; DE BARJAC, 1978). Esta bactéria
produz diversas toxinas, dentre elas as toxinas Cry, classificadas em dezenas de grupos pelo
Comité de Nomenclatura de Toxinas de Bt (Cryl-Cry78), produzidas por diversas cepas
(CRICKMORE et al., 2018). A atual classificacdo das toxinas Cry pode ser consultada em
http://www.btnomenclature.info/. As principais toxinas produzidas por Bt podem ser
divididas em toxinas do cristal protéico produzidas durante a esporulacdo (Cry e Cyt) e
proteinas inseticidas secretadas na fase vegetativa (Vegetatitave Insecticidal
Proteins/Proteinas Vegetativas Inseticidas - Vip) do crescimento bacteriano (toxina binaria
Vipl/Vip2, Vip3, Vip4 e Sip) (PALMA et al., 2014). O grupo das proteinas Cry € o principal
grupo de toxinas produzidas por Bt e estas possuem acdo toxica para diversas ordens de
insetos como lepidopteros, coledpteros e dipteros, além de neméatodos, e sdo usadas como
principio ativo de produtos comerciais (FRANKENHUYZEN, 2009).

A bactéria entomopatégena Bti, isolada a partir de larvas moribundas de Culex
coletadas em uma colecdo de agua em lIsrael, foi a primeira subespécie de Bt a ter acdo tdxica
para dipteros (DE BARJAC, 1978). Bti é uma bactéria Gram-positiva, aerobica, esporulante e
gue pode ser encontrada em solos e ambientes aquaticos (GARBEVA; VAN VEEN; VAN
ELSAS, 2003; MARTIN; TRAVERS, 1989). Assim como o Lsp, esta bactéria produz cristais
proteicos durante a esporulacdo (Figura 5) os quais contém proteinas toxicas para larvas de
algumas espécies de insetos, sendo classificada como bactéria entomopatogena (LACEY,
2007).
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Figura 5 — Bacillus thuringiensis sorovar. israelensis (Bti) em fase de esporulacéo.

Fonte: Modificado de Charles; de Barjac (1982) e Federici et al. (2003).
Legenda: A = Visdo longitudinal do Bti em micrografia eletrénica. B = Corpo paraesporal de Bti mostrando a
composi¢do de suas principais toxinas. E = esporo; C = cristal protéico.

2.6 Toxinas Cry e Cyt do Bti

O espectro de acdo do cristal de Bti inclui varios artropodes dentro da subordem
Nematocera, como culicideos, simulideos e quironomideos (CAVADOS et al., 2004; DE
BARJAC, 1978; PING et al., 2005). Além disso, ha espécies em outras ordens de insetos que
possuem algum grau de suscetibilidade ao Bti como Hemiptera, Coleoptera e Lepidoptera,
entretanto os principais alvos estdo dentro da ordem Diptera com destaque para 0s géneros
Aedes, Culex, Anopheles e Simulium (BEN-DOV, 2014). Uma das carateristicas mais
importantes do Bti é a complexidade dos cristais, pois as cepas mais representativas contém
quatro protoxinas de duas familias: trés componentes da familia Cry de trés dominios e uma
protoxina citolitica. O perfil de protoxinas mais comum encontrado nos cristais de cepas que
proporcionam atividade larvicida para dipteros sdo: Cry4Aa, Cry4Ba, CryllAa e CytlAa
(Figura 5) (BEN-DQOV, 2014). A acdo destas toxinas ocorre em sinergia, pois possuem alta
toxicidade juntas, enquanto que as toxinas individuais tém baixa atividade (CRICKMORE et
al., 1995). As toxinas também possuem um mecanismo de interacdo com o epitélio intestinal
bastante complexo, pois possuem mdltiplos receptores além da prépria toxina CytlAa que
também funciona como receptor das toxinas Cry, como sera descrito na se¢éo 2.8.

Estas toxinas, assim como a Bin, sdo produzidas sob a forma de protoxinas contidas
em inclusGes cristalinas, atuam por ingestdo e necessitam de ativacao proteolitica no intestino
das larvas para a sua acdo toxica (SOBERON et al., 2010). Entretanto, é importante ressaltar
gue as toxinas dos cristais inseticidas do Bti e a toxina Binaria do Lsp ndo possuem nenhuma
relacdo estrutural ou filogenética, conforme as informagdes descritas. A solubilizacdo do
cristal ocorre devido ao pH alcalino das larvas e a ativacdo se da por meio da acdo de

proteases presentes no intestino das larvas, sobretudo tripsinas e quimiotripsinas. Apds esta
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clivagem protéica, as protoxinas Cry4Aa e Cry4Ba, que possuem cerca de 130 kDa sdo
convertidas em dois fragmentos ativos de cerca de 46 e 18 kDa; a protoxina Cryl1Aa de 68
kDa é convertida para dois fragmentos de 36 e 32 kDa e a protoxina CytlAa de 28 kDa se
converte a forma ativa de 24 kDa (AL-YAHYAEE; ELLAR, 1995; KOMANO et al., 1998;
YAMAGIWA et al., 2002).

As toxinas Cry4Aa, Cry4Ba e Cryl1Aa pertencem a familia de toxinas Cry que sdo
moléculas globulares com estrutura de trés dominios, unidos por ligantes simples (BRAVO,;
GILL; SOBERON, 2007). O dominio | é formado por um agrupamento de sete a-hélices
composto por seis hélices anfipaticas envolvendo a a-hélice 5. Foi demonstrado que este
dominio estd envolvido na oligomerizacdo, inser¢cdo na membrana e formagdo de poro. O
dominio Il é composto por 11 folhas-B com regides expostas (alcas ou loops) que estdo
relacionadas a ligacdo especifica a proteinas presentes no epitélio larval e o dominio Il
também apresenta estrutura e também estd envolvido no reconhecimento do receptor e
estabilidade da toxina (Figura 6) (BRAVO et al., 2011). Estas proteinas de trés dominios sdo
descritas como toxinas que podem induzir a morte celular através da formacdo de poros na
membrana de células epiteliais no intestino das larvas que sdo seus alvos, causando um
desequilibrio osmético (SOBERON et al., 2010).

Figura 6 — Estrutura tridimensional (cristalografia) da toxina Cry4Ba.

Dominio II

Fonte: Modificado de Boonserm et al. (2005).
Nota: Diagrama Ribbon da toxina Cry4Ba. A estrutura é formada por trés dominios (1, 11 e I11).

A CytlAa é uma toxina que faz parte da familia de toxinas citoliticas sendo

classificada como uma toxina formadora de poros (Pore Forming Toxin) na membrana
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celular. Entretanto, diferente das toxinas Cry, a toxina CytlAa interage diretamente com
fosfolipideos da prépria membrana e ndo necessita de receptores especificos disponiveis no
epitélio intestinal para tal interacdo (BRAVO et al., 2011; THOMAS; ELLAR, 1983). Como
dito anteriormente, a toxina CytlAa também necessita de ativacdo proteolitica para
proporcionar acédo larvicida (AL-YAHYAEE; ELLAR, 1995). A estrutura tridimensional da
toxina Cyt1Aa, com um unico dominio que apresenta duas camadas de a-hélice envolvendo
uma folha-B (Figura 7A), revela que ela necessita de modificacdes conformacionais para
apresentar acao toxica pois, apos estas modificacfes, ocorre a exposicao da regido que ira
interagir com os fosfolipideos presentes na membrana celular (COHEN et al., 2011). Foi
demonstrado ainda que os dominios N- e C-terminal da toxina Cyt1Aa apresentam diferentes
funcBes. A regido N-terminal estd envolvida na oligomerizacdo da toxina, enquanto o dominio
C-terminal estd envolvido na interacdo da toxina com a membrana lipidica (RODRIGUEZ-
ALMAZAN et al., 2011). A Figura 7B mostra a mutacdo V122E que afeta a capacidade de
oligomerizacdo e inser¢do na membrana da toxina CytlAa, importante mutante usada neste
trabalho (LOPEZ-DIAZ et al., 2013)

Figura 7 - Estrutura tridimensional (cristalografia) da toxina Cyt1Aa.

B

Fonte: Adaptado de Cohen et al. (2011).
Legenda: A: Diagrama Ribbon da toxina CytlAa. A estrutura é formada por um monémero que contém os
dominios N e C-terminal. B: Destaque em vermelho da localizagdo da mutagdo V122E na a-hélice 3.

A toxina CytlAa atua atraves da formacdo de poros na membrana celular. O modelo
da formacdo de poro foi proposto para a toxina Cyt2Aal. Este propde que duas camadas

externas de a-hélice (0-1 e a-2) se movem, expondo a estrutura de folhas-f3 que entrard em
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contato com a membrana celular para se inserir. Em seguida, ocorre a oligomerizagdo que
formara um poro de B-barril (B-5, B-6 ¢ B-7) dentro da membrana, que causara a lise osmotica
coloidal e danos celulares (LI; KONI; ELLAR, 1996; PROMDONKOY; ELLAR, 2000,
2003). Ha outro modelo que propde a acdo detergente da toxina Cyt1Aa, no qual ocorre uma
agregacdo ndo especifica de toxina na membrana celular com consequente desestruturagdo na
bicamada lipidica (BUTKO, 2003) e consequentemente da membrana. Apesar de serem
etapas necessarias, 0 processamento da protoxina, a interacdo com a membrana e a formacao
de oligbmeros ndo sao suficientes para a toxicidade da CytlAa que individualmente € baixa.
O papel mais importante da toxina Cyt1Aa parece ser a sua capacidade de sinergizar as outras
toxinas, inclusive atuando como receptor de toxinas Cry do Bti, como sera tratado adiante no
item 2.10.1 (SOBERON; LOPEZ-DIAZ; BRAVO, 2013).

2.7 Receptores da toxina Bin do Lsp

Os receptores da toxina Bin ja foram caraterizados em larvas de C. quingquefasciatus,
C. pipiens e An. gambiae e sdo a-glicosidases (E.C. 3.2.1.20) que foram denominadas Cgml1,
Cpm1l e Agma3, respectivamente. Estas a-glicosidases sdo proteinas ortologas de cerca de 66
kDa, que estdo ligadas a membrana do epitélio intestinal via uma ancora do tipo glicosil-
fosfatidilinositol (GPI) (CHARLES et al., 1997; DARBOUX et al., 2001; OPOTA et al.,
2008; ROMAO et al., 2006; SILVA-FILHA; NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1999).
Também foi identificada uma proteina ortéloga em Ae. aegypti, denominada Aaml, que
apresenta 80% de similaridade e 74% de identidade a Cgm1, entretanto ela ndo apresenta
capacidade de interagdo com a toxina Bin (FERREIRA et al., 2010), o que explica a base da
refratariedade in vivo de larvas desta espécie a toxina Bin (NIELSEN-LEROUX; CHARLES,
1992).

Em C. quinquefasciatus, o receptor Cqm1 é codificado pelo gene cqml, que contém
1870 nucleotideos (nt), com uma regido codificante (1743 nt) e dois introns (ROMAO et al.,
2006). A proteina Cgm1 é uma a-glicosidase e tem, portanto, como funcdo primordial atuar
na digestdo de carboidratos no inseto, entretanto, a sua caracterizagao foi feita no contexto dos
estudos que identificaram esta molécula como receptor da toxina Bin. Esta a-glicosidase liga-
se a toxina Bin com alta afinidade e é essencial para mediar a sua ac¢do larvicida (DARBOUX
et al., 2001; NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1992; SILVA-FILHA; NIELSEN-LEROUX;
CHARLES, 1999). Em termos de localizacdo, a Cgml é encontrada nos cecos gastricos e
regido posterior do intestino médio (Figura 8) (DAVIDSON, 1989; SILVA-FILHA;
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PEIXOTO, 2003). A conformacéo da proteina Cqm1 € essencial para ligacéo a Bin, pois ja foi
observado que, apds a desnaturacdo, a proteina ndao tem mais habilidade de interacdo
(FERREIRA et al., 2010). Foi demonstrado que a regido N-terminal da proteina Cqml1, entre
0s residuos S129 e A312, é necessaria para que ocorra a interacdo da Cgm1 com a Bin, e 0s
residuos 155sPATGG1e0 S80 criticos para a ligagdo com a toxina. Esta regido especifica,
envolvida na interacdo, é formada por a-hélices e esté situada em uma alca (Figura 9), sendo
uma localizacdo favoravel para interagbes com proteinas, como pode ser observado na
modelagem estrutural de Cgm1 (FERREIRA et al., 2014). Deve ser ressaltado que a auséncia
deste receptor para a toxina no epitélio intestinal, que pode ser causada por mutacdes do gene
cgml, leva a total resisténcia das larvas a toxina Bin, e este mecanismo serd tratado
detalhadamente no item 2.9. A proteina Cqml também teve a atividade maltase detectada,
reforcando o seu papel no metabolismo de carboidratos no inseto (FERREIRA et al., 2014;
NASCIMENTO et al., 2017; SHARMA; GUPTA; KUMAR, 2018a). Além disso, novas
informagdes sobre sua estrutura também corroboram a sua importancia na digestdo dos
insetos devido a presenca de dominios cataliticos e residuos conservados dentro da familia
GH-13 das a-glicosidases (SHARMA; GUPTA; KUMAR, 2018a; SHARMA; KUMAR,
2019).

Figura 8 — Sistema digestivo de larvas de mosquito.

A Mp Mc Lu Ep

Fa Es Ca CG RA RM RP ™ CA

Fonte: Adaptado de Clements (1992).

Legenda: A: Desenho esquematico do canal alimentar de larva de mosquito. B: Imagem composta por fotos de
microscopia confocal do tubo digestivo de larva de Culex quinquefasciatus destacando as regifes do intestino
médio. Ca: cardia. CA: canal anal. CG: cecos gastricos. Ep: espaco peritrdfico. Es: eséfago. Fa: faringe. 1A:
intestino anterior. IM: intestino médio. IP: intestino posterior. Lu: limen intestinal. Mc: membrana cecal. Mp:
membrana peritréfica. Pi: piloro. RA: regido anterior. RM: regido média. RP: regido posterior. TM: tubulos de
Malpighi. 1-8: segmentos abdominais.
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Figura 9 — Modelagem predita da proteina Cqm1 selvagem através do I-TASSER.

Fonte: Ferreira et al., (2014).
Nota: Diagrama Ribbon da proteina Cqm1 selvagem. O quadrado destaca os residuos localizados na al¢a que
estéo implicados na intera¢do com a toxina Bin.

2.8 Receptores das toxinas Cry do Bti

O modelo proposto do modo de acdo das toxinas Cry mais aceito é o de formacao de
poro apds ligacdo sequencial a duas classes de receptores. Este modelo foi estabelecido a
partir da acdo da toxina CrylAc no intestino de larvas do lepidoptero Manduca sexta, e esta
representado na figura 10 (PARDO-LOPEZ; SOBERON; BRAVO, 2013). Ap6s a ativacdo da
protoxina em toxina, esta, ainda sob a forma monomérica, pode ligar-se com baixa afinidade
as aminopeptidases (APNSs) e fosfatases alcalinas (ALPs), mas ela também liga-se com alta
afinidade aos primeiros receptores do tipo caderina (CAD), induzindo a formacdo de
oligbmeros. Esta mudanca conformacional é resultado da clivagem da a-hélice 1 do dominio
1 das toxinas Cry que ocorre apés a ligagdo com o primeiro receptor. Em seguida, 0s
oligdbmeros da toxina Cry interagem com alta afinidade com segundos receptores, que séo as
APNs, ALPs e maltases, provocando a insercdo na membrana e formacdo de poros que
levardo a morte do inseto (BRAVO et al., 2004; DE MAAGD et al., 2003; SCHNEPF et al.,
1998). No modelo de acdo das toxinas do Bti, tem sido sugerido que a toxina Cyt1Aa poderia
funcionar como 1° receptor da toxina Cry, tal como uma caderina (SOBERON; LOPEZ-
DIAZ; BRAVO, 2013). O mecanismo molecular deste sinergismo entre a toxina Cyt e

algumas toxinas Cry serd abordado mais detalhadamente na secéo 2.10.
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Figura 10 — Representacdo esquematica a nivel molecular do modo de acéo de toxinas Cry.
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Fonte: Adaptado de Pardo-Ldpez e Soberdn; Bravo (2013).

Legenda: Apds a ingestdo do cristal contendo a protoxina pela larva, este serd solubilizado liberando as
protoxinas que serdo ativadas em toxina por proteases (1). Em seguida, a toxina Cry monomerica interage com
receptores do tipo APN e ALP com baixa afinidade (2). A toxina se liga a receptores do tipo CAD com maior
afinidade e esta interagdo induz a clivagem proteolitica da por¢do N-terminal da toxina (3). A toxina clivada
pode se oligomerizar em uma estrutura de pré-poro (4). A toxina oligomérica se liga com alta afinidade a
receptores do tipo ALP e APN (5). Em seguida, acontece a inser¢do da estrutura pré-poro na membrana
causando a formacdo do poro (6).

Alguns receptores de toxinas Cry, ja foram identificados em lepiddpteros tais como
CADs, ALPs, APNs e a-amilases (LIKITVIVATANAVONG et al., 2011; ZHANG; HUA;
ADANG, 2017). O quadro 1 sumariza os principais receptores de toxinas Bin (Lsp) e Cry
(Bti) ja caracterizados em mosquitos. E importante notar que a toxina Bin liga-se a uma Gnica
classe de receptores e as toxinas Cry a diversas classes de receptores. Este quadro também
mostra receptores caracterizados para a toxina CryllBa produzida pelo B. thuringiensis
sorovar. jegathesan (Btjeg), outra sorovariedade com ac¢do para larvas de mosquitos, mas que
ainda nédo foi empregada para a producdo de larvicidas em larga escala. Além disso, como
mencionado anteriormente, a toxina Cyt1Aa também pode atuar como receptor de toxinas Cry
(SOBERON; LOPEZ-DIAZ; BRAVO, 2013). Com rela¢do a toxina CytlAa, como dito
anteriormente, esta ndo apresenta receptores especificos no epitélio intestinal e atua através da
sua interacdo com fosfolipideos (BRAVO et al., 2011; THOMAS; ELLAR, 1983).
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Quadro 1 — Receptores de toxinas mosquitocidas produzidas por Lysinibacillus sphaericus (Lsp), Bacillus thuringiensis sorovar. israelensis (Bti) e B. thuringiensis sorovar.
jegathesan (Btjeg).

Patégeno Toxina Receptor/Ligante Espécie Referéncias
Classe kDa
Lsp Bin a-Glit (Cpm1) 66 Culex pipiens DARBOUX et al., 2001; SILVA-FILHA; NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1999
a-Gli (Cgm1) Culex quinquefasciatus ROMAO et al., 2006
a-Gli (Agm3) Anopheles gambiae OPOTA et al., 2008
Bti CryllAa APN? (AaeAPNL1) 140 Aedes aegypti CHEN et al., 2009b
APN (AaeAPN2) 104 CHEN et al., 2013
CAD? (AaeCad) 250 CHEN et al., 2009a; LEE et al., 2015
ALP* (ALP1) 65 CHEN; AIMANOVA; GILL, 2017; JIMENEZ et al., 2012
AMY?® (Aamy1) 70 An. albimanus FERNANDEZ-LUNA et al., 2010
Cry4Ba ALP (ALP1) 65 Ae. aegypti JIMENEZ et al., 2012
ALP (Aa-mALP) 58 DECHKLAR et al., 2011
APN (2778) 112 AROONKESORN et al., 2015; SAENGWIMAN et al., 2011
APN (2783) 107
APN (5808) 108
CAD (AgCadl) 200 An. gambiae HUA et al., 2008
CAD (BT-R3) 200 IBRAHIM; GRIKO; BULLA, 2013
Btjeg Cryl1Ba ALP (AaeALP1) 65 Ae. aegypti LIKITVIVATANAVONG et al., 2011
APN (AaeAPNL1) 140
CAD 88
AMY (Agamyl) 70 An. gambiae ZHANG et al., 2013a
a-Gli (Agm3) 66
ALP (AgALP1) 65 HUA et al., 2009
APN (AgAPN2) 106 ZHANG et al., 2013b
CAD (AgCad2) 208 HUA etal., 2013
APN (APNang100) 100 An. quadrimaculatus ABDULLAH; VALAITIS; DEAN, 2006

Fonte: A autora.

Legenda: 'o-glicosidase. 2Aminopeptidase. *Caderina. *Fosfatase alcalina. Sa-amilase. kDa = kilodaltons.
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2.9 Resisténcia de mosquitos a toxinas inseticidas bacterianas

Larvicidas a base de bactérias entomopatdgenas tém sido amplamente utilizados em
campo para o controle de insetos vetores. No Brasil, por exemplo, produtos a base de Lsp tém
sido utilizados na RMR para o controle de C. quinquefasciatus (SANTOS et al., 2018), onde
atua como vetor da W. bancrofti, causador da filariose linfatica. Além da cidade do Recife, o
Lsp também tem sido utilizado para o controle de C. quinquefasciatus no Rio Pinheiros em
Sdo Paulo (SILVA-FILHA et al., 2008) e no controle de anofelinos na regido Norte
(FERREIRA et al., 2015; GALARDO; ZIMMERMAN; GALARDO, 2013). Larvicidas
bioldgicos a base de Bti sdo amplamente utilizados para o controle de simulideos no Rio
Grande do Sul desde 1982 (MARDINI et al., 2000; RUAS-NETO et al., 1985) e também tem
sido adotado em varios municipios para o controle de Ae. aegypti, a exemplo do programa de
controle na cidade do Recife (ARAUJO et al., 2013).

Como consequéncia da utilizacdo em larga escala de larvicidas a base de Lsp em
campo, estudos apontaram a ocorréncia de resisténcia em populacdes de espécies do
complexo Culex pipiens gque sdo o principal alvo deste agente de controle (MULLA et al.,
2003; NIELSEN-LEROUX et al., 2002; SILVA-FILHA et al., 1995). A partir destes achados,
coldnias também foram selecionadas artificialmente com o Lsp em laboratério e foram
alcancados elevados niveis de resisténcia a toxina Bin (razdo de resisténcia ~10.000). A
analise de col6nias e/ou populacbes das espécies C. quinguefasciatus e C. pipiens resistentes a
toxina Bin apontou que o principal mecanismo é a auséncia de seus receptores Cgml1 e Cpml,
respectivamente, no epitélio intestinal das larvas (NIELSEN-LEROUX et al., 2002;
OLIVEIRA et al., 2004; SILVA-FILHA et al., 2004). O modo de acdo do Lsp, baseado em
uma Unica toxina (Bin) que interage com uma unica classe de receptores (a-glicosidases),
favorece o surgimento de resisténcia, sobretudo, devido a alteracdo ou auséncia do sitio-
alvo/receptor (FERREIRA; SILVA-FILHA, 2013). A resisténcia pode ser causada por falha
de ligacdo a toxina Bin que é provocada por mutagdes no gene que codifica o receptor. Até o
momento, foram descritos oito alelos do gene cpml ou cgml que estdo associados a
resisténcia ao Lsp (DARBOUX et al., 2002, 2007; CHALEGRE et al., 2012, 2015; GUO et
al., 2013; ROMAO et al., 2006).

Na colonia de C. pipiens denominada GEO, a primeira caraterizada molecularmente,
foi identificado o alelo cpmlceo, que possui uma mutacdo “nonsense” na posigdo T1706A.
Este gera um codon de parada da traducdo prematuro e codifica a producdo de uma proteina

truncada com 568 aminoacidos, portanto desprovida de ancora GPI que € necessaria para
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manter a proteina ligada ao epitélio (DARBOUX et al., 2002). Em uma populacdo de campo
resistente na Franca (BP), foram identificados os alelos de resisténcia a toxina Bin cpmlep e
cpmlgp-del. No alelo cpmlgp ocorre uma mutagdo “nonsense” GIn396Stop, que também
codifica uma proteina truncada sem ancora GPI. Enquanto que no alelo cpmlgp-del ocorre a
insercdo de um elemento transponivel no éxon 2, gerando uma dele¢do de 198 nt, produzindo
uma proteina de 514 amino&cidos que possui ancora GPI, entretanto a perda de 66
aminoacidos impossibilita a sua interacdo com a toxina Bin (DARBOUX et al., 2007). Em
uma coldnia da China (CqRL/C3-41), foi identificado o alelo cqmlR, que apresenta uma
delecédo na posicdo C445, que leva a formacgdo de um cddon de parada da traducdo prematuro
mais a frente, codificando para uma proteina de 194 aminoacidos também desprovida de
ancora GPI (GUO et al., 2013).

Em populacgdes/coldnias de C. quinquefasciatus da cidade do Recife, quatro alelos do
gene cgml que conferem resisténcia foram identificados. Dois deles, cqmlrec € cmlrec-2,
foram identificados em uma col6nia selecionada em nosso laboratdrio com o Lsp (cepa 2362),
denominada R2362. O alelo cgmlrec apresenta uma delegdo de 19 nt na posi¢do 1334-1352,
causando uma mudanca do quadro de leitura que gera um cédon de parada da traducdo
prematuro na posicao 443. A proteina expressa é truncada, apresenta 442 aminoéacidos e ndo
possui ancora GPI (ROMAO et al., 2006). O alelo cqmilrec2 apresenta uma transicio
(G1292A) que gera um codon de terminacdo da traducdo prematuro, na posicdo 431 e, a
exemplo do alelo cgmlrec, codifica uma proteina truncada com 430 aminoacidos
(CHALEGRE et al., 2015). Estes alelos também foram detectados em campo no Recife, em
populacdes tratadas e ndo tratadas, com frequéncia média da ordem de 10 (cqmlgec) e 10
(cqmlrec-2) (CHALEGRE et al., 2009; CHALEGRE et al., 2012; MENEZES et al., 2016).
Dois outros alelos, denominados cqmlp-16 € cqmlp-2s, foram detectados diretamente a partir
de larvas coletadas em populacdes de campo na cidade do Recife. Os alelos cqmlp.i6 €
cqmlp-2s apresentam, respectivamente, delecdes de 16 (1306-1321) e 25 (1276-1300) nt, e
ambas levam a um cédon de parada de tradugdo prematuro e as proteinas expressas nédo
apresentam ancora GPl (CHALEGRE et al., 2012). Com excecdo do alelo cpmlgp-del, 0s
demais alelos de resisténcia do gene cgml provocam a auséncia de receptor presente no
epitélio intestinal disponivel para ligagdo a toxina Bin.

Com relacdo ao Bti, a situacdo é distinta pois, até o momento, ndo foi detectada
resisténcia de culicideos ao cristal contendo as suas toxinas, tanto em populacdes tratadas em
campo quanto em laboratdrio apds tentativas de selecdo artificial. O cristal do Bti apresenta

um baixo potencial de resisténcia devido ao seu modo de acdo complexo que compreende
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quatro toxinas que agem em sinergia com varios receptores (CARVALHO, et al., 2018;
CRICKMORE et al., 1995; DESPRES; CHRISTOPHE; ROGER, 2011). Mesmo apds o seu
uso em diversos programas de controle de vetores, ndo ha relatos em campo de resisténcia ao
Bti, inclusive apds uso prolongado na Alemanha, Suica, Franca e Brasil (ARAUJO et al.,
2013; BECKER; LUDWIG; SU, 2018; GUIDI et al., 2011). O papel da toxina Cytl1Aa que
pode atuar como receptor de toxinas Cry € um fator preponderante para desfavorecer o
surgimento e selecédo de resisténcia, como sera detalhado na se¢éo seguinte.

Os Unicos trabalhos que registram a resisténcia associada ao Bti, referem-se, de fato,
a resisténcia a toxinas individuais. Nestes casos, 0s insetos sdo expostos continuamente a uma
Unica toxina do Bti, podendo exibir niveis de resisténcia a estas toxinas. Em alguns casos,
também foram observadas alteracdes na expressdo de receptores de toxinas Cry tais como
APNs, ALPs e CADs. Um estudo, por exemplo, mostrou que a resisténcia de uma col6nia de
Ae. aegypti selecionada com a toxina CryllAa, também apresentou reducdo na expressao
génica de ALPs e reducéo de atividade e de quantidade de APNs (LEE; AIMANOVA; GILL,
2014). Em outro estudo, foi feito um monitoramento de resisténcia a toxinas individuais em
populacdes de campo de Aedes rusticus, Aedes sticticus e Ae. vexans da Franca. Neste
trabalho ndo foi observada resisténcia ao Bti, entretanto foi observada uma alta tolerancia em
uma populacdo de Ae. sticticus a Cry4Aa e CryllAa. O conjunto de estudos ja publicado
confirma a auséncia de resisténcia ao cristal do Bti em campo mesmo depois de décadas de
tratamento com este larvicida bioldgico (TETREAU et al., 2013).

O unico trabalho na literatura que suscita a resisténcia ao Bti em larvas de
populacbes de C. pipiens do estado de Nova lorque (EUA) nédo fornece comprovacgédo solida
(PAUL et al., 2005). A significancia dos dados deste estudo é limitada devido a falta de
informac@es cruciais como a suscetibilidade da populacdo antes dos tratamentos com o Bti

para comprovar a associacdo do tratamento com a reducdo da suscetibilidade.

2.10 Sinergia entre toxinas inseticidas

As interacdes entre diferentes agentes ou toxinas podem apresentar um efeito de
sinergismo, aditivo ou antagonismo. O efeito aditivo se refere a simples adi¢do do efeito de
dois agentes, enquanto no sinergismo ocorre efeito cumulativo maior do que o aditivo. J& no
antagonismo o efeito cumulativo € menor em relacdo ao aditivo (FOLT et al., 1999; HAY,
1996; HAY; KAPPEL; FENICAL, 1994).
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2.10.1 Sinergia entre toxinas Cry e Cyt de Bti

A existéncia da sinergia entre as toxinas do cristal do Bti para atingir uma alta
atividade larvicida ja era uma carateristica conhecida, a partir de estudos que determinaram a
atividade individual e conjunta dos componentes do cristal (CRICKMORE et al., 1995).
Entretanto, apenas recentemente foi desvendado o papel essencial desempenhado pela toxina
CytlAa neste mecanismo, visto que ela atua como um receptor de toxinas Cry, sendo esta
uma caracteristica determinante para desfavorecer a sele¢éo de resisténcia ao Bti (SOBERON;
LOPEZ-DIAZ; BRAVO, 2013; WIRTH; GEORGHIOU; FEDERICI, 1997). O primeiro
trabalho que demonstra a base molecular da sinergia foi realizado com as toxinas CytlAa e
CryllAa (PEREZ et al., 2005). Este estudo demonstrou que a CytlAa interage diretamente
com a membrana em células do intestino de Ae. aegypti e funciona como um receptor
primario da Cry11Aa, ligando-se a ela através de regides e aminoacidos especificos: S259 e
E266 da Cryl1lAa e os aminoacidos K198, E204 e K225 da CytlAa. Assim, apds a insercdo
da toxina CytlAa na membrana, ela liga-se a CryllAa de forma especifica e induz a
formacéo de oligdbmeros da Cry11Aa, devido a clivagem da a-hélice 1 do seu dominio I. Estes
oligbmeros interagem com maior afinidade aos receptores do epitélio das larvas, tais como
APNs, ALPs e outros (PEREZ et al., 2005, 2007).

Ainda com relagdo a sinergia entre CytlAa e CryllAa, ja foi demonstrado que a
oligomerizacdo da toxina CytlAa é essencial para sua insercdo na membrana e toxicidade
para a larva, entretanto ndo é necessaria para a sinergia com a Cryl1Aa em larvas de Ae.
aegypti, visto que mutantes afetadas neste aspecto ainda foram capazes de provocar
toxicidade para larvas em conjunto com a toxina Cryl1Aa. Neste estudo, foram produzidas as
mutantes CytlAaV122E e CytlAaV126E afetadas na oligomerizacdo e insercdo na
membrana, consequentemente estas proteinas mutantes nao apresentaram toxicidade para
larvas de Ae. aegypti (LOPEZ-DIAZ et al., 2013). Estes dados mostram que, considerando o
modelo de ligacdo sequencial descrito na secdo 2.8, a toxina CytlAa pode funcionar como
uma caderina, ou seja, 0 primeiro receptor da interacdo que promove a formagdo de
oligbmeros e respectiva ligacdo de alta afinidade das toxinas Cry com o segundo receptor tais
como APNs e ALPs.

A toxina Cyt1Aa também atua sinergicamente com a toxina Cry4Ba em larvas de Ae.
aegypti, aumentando a sua oligomerizagéo, e as mesmas regides envolvidas na interagdo com
a toxina Cry11Aa estfo envolvidas na interagio com a toxina Cry4Ba (CANTON et al., 2011;
ELLEUCH et al., 2015). Neste modelo de sinergia da toxina Cyt1Aa com as toxinas CryllAa
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e Cry4Ba, foi demonstrado que a Cyt1Aa liga-se as toxinas Cry através de regides especificas,
promovendo a mudanca conformacional de toxinas Cry monomeéricas para oligdmeros, e estes
por sua vez ligam-se com alta afinidade com os receptores do epitélio intestinal (Figura 11).
Um outro estudo das toxinas CytlAa e Cry2Aa, que sdo naturalmente toxicas para
lepiddpteros, em combinagdo podem passar a exibir toxicidade para larvas de C.
quinquefasciatus (BIDESHI et al., 2013). H& outros relatos de sinergismo da toxina CytlAa
com outras toxinas mas estes foram avaliados apenas a nivel da acao larvicida para os insetos.
A sinergia das toxinas CytlAa, Cry4Aa, Cry4Ba e CryllAa ja foi observada em larvas de
Simulium spp. (MONNERAT et al., 2014), e das toxinas CytlAa e Cryl0Aa para larvas de
Ae. aegypti (HERNANDEZ-SOTO et al., 2009).

Figura 11 — Desenho esquematico da sinergia entre toxinas Cry e Cyt.
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Fonte: A autora.

Legenda: Modelo de sinergia entre as toxinas Cry e Cyt. 1 = Liga¢do da toxina Cry ao receptor presente no
epitélio intestinal com baixa afinidade. 2 = Ligacdo da toxina Cry a toxina Cyt que atua como receptor de Cry na
membrana e promove sua oligomerizacdo. 3 = Oligbmero de toxina Cry liga-se ao receptor-GPI presente no
epitélio intestinal com alta afinidade. 4 = Formacdo do poro e inser¢cdo na membrana do oligémero de toxina
Cry.

2.10.2 Sinergia entre as toxinas de Lsp e Bti

Foi descoberto que a toxina Cyt1Aa, além de sinergizar com toxinas do proprio Bti e
de outras sorovariedades de Bt, pode sinergizar a toxina Bin do Lsp, apesar de a CytlAa e a
Bin serem toxinas ndo relacionadas. Estes estudos foram desenvolvidos a partir da auséncia
de deteccéo de resisténcia cruzada de toxinas do Bti para larvas resistentes a toxina Bin, visto
que ja foi demonstrado que larvas de C. quinguefasciatus altamente resistentes a toxina Bin
sdo suscetiveis ao Bti (NIELSEN-LEROUX et al., 1995; PEI et al., 2002; YUAN et al.,
2003). A partir destes achados, foi possivel estabelecer que a associa¢do de cristais de Lsp e

Bti € uma estratégia excelente para evitar a selecdo de resisténcia. Isto ocorre devido ao fato
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do cristal do Bti apresentar toxinas distintas e com alvos diferentes da toxina Bin, conforme
apresentado no item 2.8.

O primeiro trabalho que investigou a sinergia entre estas toxinas mostrou que a
insercdo da Cyt1Ab produzida pelo Bacillus thuringiensis sorovar. medellin em Lsp restaurou
parcialmente a suscetibilidade de C. quinquefasciatus resistente ao Lsp (THIERY et al.,
1998). Em outro trabalho, a toxina Bin do Lsp, em associagdo com as toxinas CytlAb e
Cyt2Bal de Bti, apresentou toxicidade para larvas de Ae. aegypti, naturalmente refratarias a
Bin, e para larvas de C. quinquefasciatus resistentes a esta toxina (WIRTH; DELECLUSE;
WALTON, 2001). A sinergia da toxina Bin de Lsp com a toxina CytlAa de Bti também foi
avaliada, pois estas misturas foram toxicas tanto para Ae. aegypti quanto para C.
quinguefasciatus resistente ao Lsp (WIRTH et al., 2004; WIRTH; FEDERICI; WALTON,
2000; WIRTH; WALTON; FEDERICI, 2000). Além destes estudos, ja foi observado também
que uma linhagem de bactéria recombinante expressando os cristais de Lsp e Bti apresenta
atividade toxica para larvas de C. quinquefasciatus resistentes ao Lsp (PARK et al., 2005).
Estes trabalhos demonstram que estas combinacBes podem apresentar uma maior
complexidade no seu modo de acdo, ampliando o espectro da atividade larvicida e
potencialmente desfavorecendo a evolugdo de resisténcia ao Lsp.

E importante ressaltar que todos estes trabalhos demonstram que a sinergia de Lsp e
Cyt ocorre através dos ensaios de atividade das misturas in vivo, entretanto, 0 mecanismo
molecular desta interacdo ainda ndo foi investigado. A hipdtese inicial é que a CytlAa
aumenta a toxicidade da Bin através de auxilio na interacdo com a membrana epitelial,
funcionando como receptor, a exemplo do que ocorre quando a CytlAa sinergiza as toxinas
Cry (Figura 12) (WIRTH; FEDERICI; WALTON, 2000). Um estudo prévio demonstrou que
em larvas resistentes a Bin alimentadas com uma mistura de toxinas Bin e CytlAa, a toxina
Bin pode ser detectada no citoplasma de células do epitélio intestinal, sugerindo que a Cytl1Aa
possibilita a sua internalizagdo (FEDERICI et al., 2003).
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Figura 12 — Desenho esquematico hipotético da interacdo entre as toxinas Bin e Cyt1Aa.
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Fonte: A autora.

Legenda: Modelo hipotético de sinergia entre as toxinas Bin e CytlAa. 1 = Interagdo entre a toxina Bin e o seu
receptor (proteina Cqm1) presente no epitélio intestinal. 2 = Toxina Cyt atuando como receptor da toxina Bin em
epitélio desprovido da Cgm1, permitindo a acdo toxica da Bin.

A existéncia de sinergia entre as toxinas de Lsp e Bti é um achado de grande
relevancia, pois pode superar duas limitacdes relacionadas a toxina Bin: a resisténcia de C.
quinquefasciatus e a limitagdo do espectro inseticida para algumas importantes espécies de
mosquito como Ae. aegypti. Com base nestes achados, foram desenvolvidos larvicidas
bioldgicos combinados, que contém cristais de Lsp e Bti. O uso associado destes principios
ativos para o controle de larvas de mosquitos de diferentes géneros e em diferentes ambientes,
tais como areas urbanas e silvestres, tem apresentado resultados promissores (AFRANE et al.,
2016; CETIN et al., 2015; DRITZ et al., 2011; FONTOURA et al., 2019; IBANEZ-
JUSTICIA et al., 2018; KAHINDI et al., 2018; SANTOS et al., 2018).

Larvas de C. quinquefasciatus resistentes e de Ae. aegypti ndo possuem receptores
para a toxina Bin, e a a¢do da toxina Bin na presenca da CytlAa aponta a sinergia entre as
toxinas que ainda ndo foi elucidada, apesar do uso destas toxinas em combinacao ja ser uma
pratica recomendada. Na cidade do Recife, a experiéncia piloto do uso do Vectomax®
comprovou a sua eficacia no controle da densidade populacional de Culex e Aedes (SANTOS
et al., 2018), além de ser detectada uma menor frequéncia dos alelos de resisténcia a toxina
Bin em C. quinquefasciatus (SANTOS et al., 2019). Por outro lado, sdo necessarios mais
estudos relativos ao uso destas misturas de toxinas pois, apesar de suas vantagens, podem
ocorrer consequéncias inesperadas como evolucédo de resisténcia. Com relacdo a estudos com
C. quinquefasciatus, foi observado que a sinergia de Lsp com Bti € benéfica para reduzir a
taxa e a magnitude da evolucdo da resisténcia, entretanto pode ocorrer uma toleréncia das
larvas as toxinas (WIRTH et al., 2005; WIRTH; WALTON; FEDERICI, 2015). Em outro
estudo com Plutella xylostella, lepidoptero de grande importancia na agricultura, uma
linhagem resistente a toxina Cry1 de Bacillus thuringiensis (Bt) ndo teve reducao significativa
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na evolucdo da resisténcia, ap6s o uso de misturas de toxinas de Bt (RAYMOND et al.,
2013). Portanto, aspectos basicos do efeito de misturas de toxinas inseticidas devem ser

analisados.
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3 JUSTIFICATIVA

A filariose linfética e arboviroses, que tém seus agentes etioldgicos transmitidos por
Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti, respectivamente, sdo agravos de grande importancia
na cidade do Recife. Larvicidas a base de Lysinibacillus sphaericus (Lsp) e Bacillus
thuringiensis sorovar. israelensis (Bti) tém sido utilizados no controle de C. quinquefasciatus
e Ae. aegypti, respectivamente, nos dois programas de controle de insetos vetores
desenvolvidos pela Secretaria de Salde do Recife. Estudos prévios apontam que 0 uso
associado das toxinas do Lsp e do Bti pode trazer vantagens, superando as principais
limitacGes de cada composto usado individualmente, embora o mecanismo de acéo sinérgica
ainda nédo seja compreendido. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a sinergia entre as
duas principais toxinas destas bactérias e elucidar o seu modo de a¢do molecular, gerando
conhecimentos para subsidiar o uso racional da estratégia de misturas de toxinas inseticidas

para o controle de culicideos.
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4 PERGUNTA CONDUTORA

Qual o modo de acdo molecular das toxinas Bin de Lysinibacillus sphaericus (Lsp) e
CytlAa de Bacillus thuringiensis sorovar. israelensis (Bti) isoladas e em associacdo em larvas

de Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti?
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5 HIPOTESE

As toxinas Bin de Lysinibacillus sphaericus (Lsp) e Cytl1Aa de Bacillus thuringiensis
sorovar. israelensis (Bti) atuam de forma sinérgica, através de interacdo direta entre elas, onde
a CytlAa atua como receptor para a Bin, sendo eficaz contra insetos resistentes (Culex
quinquefasciatus) ou refratarios (Aedes aegypti) desprovidos de receptores para a toxina Bin.
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6 OBJETIVO GERAL

Avaliar 0 mecanismo de sinergia de misturas de toxinas Bin (Lysinibacillus
sphaericus - Lsp) e CytlAa (Bacillus thuringiensis sorovar. israelensis - Bti) em larvas de

Culex quinguefasciatus e Aedes aegypti.

6.1 Objetivos especificos

a)  Avaliar a acdo in vivo de um produto combinado de cristais de Bti e Lsp, e de
misturas de toxinas Bin e CytlAa (selvagem e mutante), para larvas de C.
quinguefasciatus suscetiveis (CqS) e resistentes a toxina Bin (CqR) e de Ae. aegypti
(Aae);

b) Investigar a ocorréncia de ligagcdo in vitro entre a toxina Bin, ou suas
subunidades, com a toxina Cyt1Aa;

c) Investigar a ocorréncia de ligacdo in vitro da toxina Bin, CytlAa e misturas
destas toxinas com o microvilli intestinal de larvas de C. quinquefasciatus (CqsS,
CqR) e Ae. aegypti (Aae);

d)  Avaliar a localizagdo subcelular da toxina Bin e suas subunidades em larvas de
C. quinquefasciatus (CgS e CqR) e de Ae. aegypti (Aae), na presenca de toxinas
CytlAa, selvagem e mutante;

e) Investigar as organelas alvo da toxina Bin e a ativacdo da via de apoptose.
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7 MATERIAL E METODOS

A figura 13 apresenta uma sinopse das abordagens realizadas neste trabalho para

avaliacdo da sinergia entre as toxinas Bin e Cyt1Aa e toxicidade da Bin.

Figura 13 — Etapas dos procedimentos metodolégicos.

Sinergia Bin-Cyt1 Aa Toxina Bin
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Fonte: A autora.

Legenda: CgS = Culex quinquefasciatus suscetivel ao Lsp. CqR = C. quinquefasciatus resistente ao Lsp. Aae =
Aedes aegypti refratario natural ao Lsp. BBMF = Brush Border Membrane Fractions — Fracfes da membrana do
intestino.

7.1 Colonias de culicideos

Neste trabalho, foram utilizadas trés coldnias de insetos, sendo duas de Culex
quinquefasciatus e uma de Aedes aegypti, abaixo descritas, e mantidas no insetario sob as
seguintes condicOes: temperatura de 26 + 1 °C, umidade relativa de 70% e fotoperiodo 12:12
h (dia/noite). As larvas foram mantidas em agua potavel e alimentadas com racdo para gatos
(Whiskas®). Os adultos foram alimentados com solucdo de sacarose a 10% e as fémeas
fizeram o repasto sanguineo a partir de alimentagdo artificial com sangue desfibrinado de

coelho, uma vez por semana. As col6nias utilizadas neste trabalho foram:

e CgS. Coldnia de C. quinquefasciatus suscetivel ao larvicida biolégico a base de
Lysinibacillus sphaericus (Lsp), estabelecida a partir de ovos coletados em criadouros
localizados na Regido Metropolitana do Recife (RMR), mantida ha mais de 10 anos no
insetario do IAM (CHALEGRE et al., 2015).

e CqgR. Colbnia de C. quinguefasciatus selecionada em laboratério com o larvicida

bioldgico a base de Lsp (cepa 2362) e que exibe um alto nivel de resisténcia a toxina
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Bin. A colbnia é composta por individuos homozigotos para o alelo de resisténcia
cqmlrec e vem sendo mantida hd mais de 10 anos no insetario do IAM (CHALEGRE
et al., 2015). Os individuos desta col6nia ndo expressam o receptor da toxina Bin, a
alfa-glicosidade Cgm1, na membrana no epitélio intestinal e este mecanimo confere a
alta resisténcia a toxina Bin (CHALEGRE et al., 2015).

e Aae. Coldnia de Aedes aegypti, que é naturalmente refrataria ao Lsp (FERREIRA,
SILVA-FILHA, 2013; NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1992), estabelecida a partir
de ovos coletados na Regido Metropolitana do Recife (RMR), e mantida ha mais de 15
anos no insetario do IAM (MELO-SANTOS et al., 2009).

7.2 Preparacgdo de amostras de BBMF

Para avaliar a interacdo das toxinas Bin e CytlAa com o epitélio intestinal foram
obtidas fracbes de membranas apicais de células do intestino (BBMF, Brush Border
Membrane Fractions) de larvas de 4° estddio das col6nias estudadas (SILVA-FILHA;
NIELSEN-LEROUX; CHARLES, 1997). As amostras de larvas (3-5 g) utilizadas para
obtencdo desta preparacdo foram previamente congeladas a — 80° C. O protocolo para
obtencdo de BBMF consiste na precipitacdo seletiva usando cétions divalentes e
centrifugagdes diferenciais em tampdo MET (300 mM Manitol, 5 mM EGTA, 20 mM Tris,
pH 7.3). ApGs a obtencdo das amostras de BBMF, foi feita a quantificacdo de proteinas
(BRADFORD, 1976) e avaliacdo do enriquecimento de membranas apicais do epitélio
intestinal na BBMF, a partir da comparacdo da atividade especifica de alfa-glicosidase (E.C
3.2.1.20) nesta amostra com a respectiva atividade da amostra inicial da preparagéo,
correspondente ao extrato total de larvas utilizado. Esta enzima é um marcador de membrana
do epitélio intestinal de larvas destas espécies. A reacdo foi feita em tampdo citrato-fosfato de
sodio (100 mM, pH 7.5) contendo 2 mM do substrato sintético p-nitrofenil-a-D-
glicopiranosideo (pNaG, Sigma-Aldrich #N1377) durante 1h a 37° C. A leitura da
absorbancia foi feita em espectrofotdmetro a 405 nm. Uma atividade de alfa-glicosidade na
amostra de BBMF entre 3 e 6 vezes maior do que a amostra inicial é considerada adequada
para comprovar que a amostra final esta enriquecida em microvilli intestinal (FERREIRA et
al., 2010).
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7.3 Producao de proteinas

Neste topico, estdo descritas as etapas para a producdo de proteinas recombinantes

em Bacillus thuringiensis sorovar. israelensis (Bti) ou Escherichia coli.

7.3.1 Toxinas Bin, CytlAa, Cyt1AaV122E, CryllAae CrylAb

As toxinas recombinantes usadas neste estudo foram produzidas a partir de uma cepa
acristalifera de Bti (cepa 4Q7) transformadas com as construcfes plasmidiais contendo os
genes codificantes das toxinas Bin (pGSP10), CytlAa e CytlAaV122E (pWF45), CryllAa
(PHT606) e CrylAb (pHT315) (PEREZ et al., 2005; ROMAO et al., 2006). Cada linhagem,
transformada com um dos respectivos plasmideos, foi utilizada para a producdo de biomassa
bacteriana contendo esporos e cristais contendo as respectivas protoxinas. Papelotes
impregnados com biomassa bacteriana foram inoculados em 10 mL de meio HCT especifico
para esporulacdo de Bt, adaptado de um protocolo previamente descrito (LECADET,;
BLONDEL; RIBIER, 1980). O meio HCT é composto por: bacto peptona 0,75%; 100 mL de
solugéo | (KH2PO40,5 M); 10 mL de solucdo Il (MgSO4.7H2.0 100 mM, MnSO4.H20 1 mM,
ZnS04.7H20 8,6 mM); 10 mL de solucéo Il (Fex(SOa4)3 4,7 mM, H2SO4 56 mM); 10 mL de
solucéo IV (CaCl, 0,1M) para um volume final de 1 L de meio de cultura. O pH foi ajustado
para 7,4 com solucdo de NaOH 0,5 M. Antes da inoculacdo, o0 meio foi suplementado com
glicose (concentracdo final 0,1%) e com antibioticos de acordo com a marca de resisténcia de
cada plasmideo nas concentra¢des finais conforme descrito a seguir: 25 pg/mL de tetraciclina
para pGSP10; 25 pg/mL de eritromicina para pHT606; 10 pug/mL de eritromicina para pWF45
e pHT315. A cultura foi submetida a um choque térmico (75° C por 8 min, resfriamento em
gelo ~2°C por 5 min) e, em seguida, foi incubada a 30° C por 72 h com agitacdo (200 rpm)
até a esporulacdo e liberacdo de esporos e cristais, monitorada por inspe¢do ao microscopio
optico. A biomassa esporulada foi utilizada como pré-inoculo para cultivos de 100 mL de
meio em Erlemeyer (1L). Os procedimentos de suplementacdo do meio de cultura, choque
térmico e incubagdo foram repetidos para obtengéo da cultura esporulada.

A cultura final esporulada da linhagem produtora da toxina Bin foi centrifugado
(10.000 g, 25 min, 4° C) e lavado duas vezes, sendo a primeira lavagem com NaCl IM/EDTA
10 mM pH 8 e a segunda com EDTA 10 mM pH 8. Em seguida, a biomassa bacteriana foi
ressuspendida em EDTA (10 mM, pH 8) e armazenada em aliquotas a -80° C. Os cultivos

para CytlAa, CytlAaV122E, Cryl1Aa e CrylAb foram submetidos a trés lavagens com agua
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destilada com pH ajustado para 4 usando HCI 5 M, seis lavagens com NaCl 300 mM/EDTA
10 mM pH 8 e trés lavagens com &gua contendo o inibidor de proteases fluoreto de
fenilmetilsulfonila (PMSF, concentracdo final 1 mM). Entre cada lavagem a amostra foi
centrifugada (13.000 g, 10 min, 10° C). Por fim, a biomassa foi ressuspendida com solucéo
aquosa de PMSF (concentracdo final 1 mM) e armazenada a 4° C. Os cristais das biomassas
de CytlAa e CytlAaV122E também foram purificados de acordo com o protocolo de
gradiente de sacarose, para posterior marcacdo com fluoréforo Alexa e visualizacdo em
microscopia confocal (THOMAS; ELLAR, 1983), como descrito no item 7.7.

Para obtencdo de toxinas ativadas, as biomassas contendo os cristais foram
processadas através de etapas de solubilizacdo e ativacao in vitro. A solubilizagdo (1h, 30° C)
foi feita com NaOH 50 mM (para Bin ou CryllAa) ou com NaCOz 50 mM pH 10,5
contendo B-mercaptoetanol 0.02% (para CytlAa, CytlAaV122E ou CrylAb) sob agitacdo
(200 rpm). Em seguida, as protoxinas solubilizadas presentes no sobrenadante foram
recuperadas apds centrifugacédo (12,857 g, 10 min, 4° C) e o pH foi ajustado para ~8.5 através
da adicdo de 1:4 (v/v) de uma solucdo de Tris-HCI 1 M pH 8. A ativacgdo das protoxinas foi
feita usando tripsina na propor¢do 1:50 (CytlAa, CytlAaV122E, CryllAa e CrylAb) ou
1:100 (Bin). A ativacao foi feita através da incubacdo por 1h a 30° C e, ap6s este periodo, foi
adicionado PMSF (concentracdo final 1 mM) para interromper 0 processo. A amostra
contendo as toxinas ativadas foi centrifugada e dialisada overnight com incubagdo em tampé&o
fosfato de s6dio NaPi 20 mM (Na:HPO4 20 mM, ajustado para pH 8 com NaH2PO4 20 mM).
A quantificacdo de proteinas das amostras foi determinada pelo método de Bradford e
armazenadas a 4° C. Em seguida, as amostras foram separadas eletroforeticamente em SDS-

PAGE 10% para confirmar a integridade das toxinas e eficiéncia da ativacéo.

7.3.2 Subunidades BinA e BinB

Para realizar os experimentos com as subunidades individuais da toxina Bin, BinA e
BinB, estas foram clonadas e expressas em uma linhagem transformada de E. coli. As
sequéncias codificantes destas proteinas foram amplificadas por PCR usando primers
especificos para a BinA (forward 5’- GGATCCATGAGAAATTTGGATTTTATTGATTC-
3’, reverse 5’- CTCGAGGTTTTGATCATCTGTAATAATCTTTGT-3’) e para BinB
(ROMAO; DE-MELO-NETO; SILVA-FILHA, 2011). Os primers para BinA contém sitios de

restricdo (sublinhados) para as endonucleases BamHI e Xhol. Os fragmentos amplificados dos

genes foram submetidos & purificagdo com o kit GFX DNA and Gel Band Purification® (GE
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Healthcare) e, em seguida, os fragmentos foram inseridos no vetor plasmidial pPGEM®-T
Easy (Promega), segundo as instrugdes do fabricante. Para a obtencdo dos clones, 0s
plasmideos recombinantes foram transformados em células de E. coli TOP10
quimiocompetentes através de choque térmico. A partir das células transformadas, foram
obtidas preparacdes de DNA plasmidial usando o kit QIAPrep Spin Miniprep Kit (Qiagen)
para obtencdo dos clones de interesse. O DNA plasmidial obtido foi digerido com as
endonucleases de restricdo BamHI e Xhol a 37° C e os fragmentos liberados foram purificados
e, em seguida, subclonados no vetor plasmidial pET21a (Novagen). Células de E. coli, cepa
BI21 quimiocompetentes, foram transformadas com o vetor pET2la posteriormente para
expressdo proteica. Antes de realizar a expressdo proteica, foi feita a confirmacdo da
identidade dos genes binA e binB contidos no plasmideo pET21a através do sequenciamento
automatico no ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosytems) do Nucleo de
Plataformas Tecnol6gicas (NPT) do IAM-FIOCRUZ.

Para realizar a expressdo proteica, as células transformadas foram inoculadas em meio
de cultivo Luria-Bertani (LB) e a expressdo recombinante de proteina foi induzida com 0,1
mM de isopropil B-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG) por 4h a 30° C. Apés a inducdo, as
células foram centrifugadas (9600 g, 10 min, 4° C), ressuspendidas em tampdo de lise e
equilibrio (NaH2PO4 100 mM, Tris 10 mM, imidazol 20 mM, pH 8) e lisadas através de
sonicagdo no processador ultrassonico SONICS Vibra-Cell™ VC 505-VC 750 (6 pulsos de
30 seg, amplitude de 40%, poténcia de 750 W, no gelo). Em seguida, as amostras foram
centrifugadas (3300 g, 10 min, 4° C) e as proteinas do sobrenadante foram purificadas usando
a resina de niquel Ni-NTA® (Qiagen) de acordo com as instrucdes do fabricante. Brevemente,
para a purificacdo, a amostra de sobrenadante obtida ap6s a sonicacdo foi incubada com a
resina de niquel por 1h a 4° C. Em seguida, a resina contendo a proteina foi recuperada
através de centrifugacao (3300 g, 10 min, 4° C) e lavada duas vezes por 5 min com 1 mL do
tampéo de lavagem (NaH2POs 100 mM, Tris 10 mM, imidazol 30 mM, pH 6), sendo cada
lavagem intercalada de uma centrifugacao (20000 g, 30 seg, 4° C). As proteinas foram eluidas
da resina com 500 pl do tampéo de eluigdo (NaH2PO4 100 mM, Tris 10 mM, imidazol 1 M,
pH 4.5) por 30 min a 4° C e dialisadas como descrito anteriormente (7.3.1) em tampao fosfato
de sodio (NaPi 20 mM, pH 8). As amostras de proteinas purificadas obtidas nesta etapa
também tiveram sua integridade verificada e a concentragdo proteica dosada como descrito

acima. As amostras foram armazenadas a — 80° C até o uso.
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7.4 Bioensaios

Como etapa inicial deste estudo, foi feita a avaliacdo da atividade larvicida de um
produto comercial (Vectomax®, Valent Biosciences) que ¢ um combinado & base de cristais
do Lsp e do Bti, em larvas das trés colonias estudadas neste trabalho (CgS, CgR e Aae, item
7.1), atraves de bioensaios de dose-resposta. Na auséncia de um pd-técnico contendo apenas o
principio ativo do produto, foi necessario preparar uma suspensdo-mde a 70 g/L do
Vectomax®, que equivale a uma suspensdo de 5 g/L de principio ativo (concentragio padréo
para uso em bioensaios), visto que o p6 granulado do produto contém um total de 7,2% de
principio ativo (2,7% de Lsp e 4,5% de Bti). A suspensdo-mée foi homogeneizada por 3 min
em vorteX e incubada por 72h a TA sob agitacao pois a formulacdo do produto é de liberacédo
lenta (“water dispersible granules” — granulos dispersiveis em agua). Amostras desta solucédo-
mée foram usadas para obter as concentracdes finais usadas para tratar as larvas nos
bioensaios. Cada unidade experimental foi composta de 20 larvas em fase inicial do 4° estadio
(L4 jovens) em um recipiente contendo 100 ml de agua destilada em triplicata. Os grupos teste
foram tratados com cinco a sete concentraces (0,005-0,5 mg/L), em triplicatas, além dos
grupos controle ndo tratados.

Nos bioensaios para avaliar a toxicidade das toxinas Bin e CytlAa (selvagem e
mutante Cyt1AaV122E) individuais ou em misturas (3:1 Bin:Cyt), foram utilizadas dilui¢cGes
a partir de suspensdes-mée (5 g/L) de biomassas bacterianas obtidas previamente (item 7.3.1).
Estes bioensaios foram realizados com unidades experimentais de 20 larvas em fase inicial do
3° estadio (Lz jovens) em 20 mL de &gua destilada, tratadas com concentracdes em diferentes
intervalos de acordo com as toxinas utilizadas (0,005-25 mg/L para Bin; 0,25-50 mg/L para
CytlAa selvagem ou mutante; 0,005-70 mg/L para misturas de Bin e CytlAa selvagem ou
mutante) obtidas a partir de dilui¢cdes seriadas da suspensdo-mae das toxinas.

Os bioensaios da atividade larvicida das subunidades BinA e BinB foram feitos a
partir de amostras de proteinas recombinantes purificadas (item 7.3.2) de forma individual, ou
em mistura com amostras de biomassa bacteriana (esporos-cristais) das toxinas CytlAa
selvagem e mutante. Devido a disponibilidade reduzida de toxinas BinA e BinB
recombinantes produzidas em E. coli, estes bioensaios foram adaptados para unidades
experimentais de 5 larvas Lz jovens em 2 mL de agua destilada, usando placas de 24 pocos.
As larvas foram tratadas com diferentes concentragdes de toxinas (2,5-80 mg/L).

Para os bioensaios realizados neste trabalho, a mortalidade larval foi verificada 48

horas apds a exposi¢do as toxinas. A morte larval foi definida pela auséncia de mobilidade, ou
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mobilidade limitada, apds estimulo fisico no tegumento das larvas. Cada bioensaio foi
repetido pelo menos duas vezes e a concentracdo letal para 50% (CLso) das larvas foi
estimada através da analise de Probit usando o software Polo Plus Probit and Logit Analysis
versdo 1.0 LeOra Software. O teste estatistico ANOVA (programa GraphPad Prism verséo

7.04) foi usado para comparar os valores de percentual de mortalidade dos bioensaios.

7.5 Ensaios de interacdo in vitro entre Bin e CytlAa

Neste tdpico, estdo descritos os ensaios de interagdo proteina-proteina realizados
neste trabalho.

7.5.1 Pull down

Para avaliar a ocorréncia de ligacao entre as toxinas Bin e Cyt1Aa, foi realizado um
ensaio de pull down adaptado de protocolo descrito previamente (ZHOU et al., 2016). Para a
realizacdo deste ensaio, foram preparadas microesferas de sefarose (CNBr Activated
Sepharose® 4B, GE Healthcare) com a toxina Bin adsorvida (esferas-Bin), de acordo com
instrugOes do fabricante.

Para o uso das microesferas, estas foram inicialmente hidratadas (HCl 1 mM) e, em
sequida, foram feitas cinco lavagens com tampdo NaHCOs 0,2 M, pH 8.3, intercaladas de
centrifugacdes (200 g, 30 seg, 4° C). As microesferas foram ressuspendidas em um volume de
500 pl de tampéo de lavagem e incubadas overnight a 4° C com toxina Bin ativada (3 mg),
para adsorcdo da proteina. Posteriormente, foram realizadas cinco lavagens com tampédo de
lavagem e 1 lavagem com Tris-HCI 0,1 M pH 8. Em seguida, foi feito o bloqueio de grupos
reativos com Tris-HCI 0,1 M pH 8 por 2h a TA. Apds este bloqueio, foram feitos trés ciclos
de lavagens alternadas com solucdo de pH acido (acido acético/acetato de sodio 0,1 M, NaCl
0,5 M pH 4) e de pH alcalino (Tris-HCI 0,1 M, NaCl 0,5 M pH 8), intercalados de
centrifugacgdes a 20.000 g, 10 min, 4° C. Em seguida, foram feitas duas lavagens com tampé&o
PBS (Na2HPO4 7,7 mM, KoHPO4 1,1 mM, KCI 2,7 mM, NaCl 137 mM, pH 7.4), intercaladas
de centrifugacdo (200 g, 30 seg, 4° C) e entdo as esferas foram armazenadas em 500 pl de
PBS a 4° C. Alem das esferas-Bin, também foram preparadas, de acordo com o mesmo
protocolo descrito acima, esferas imobilizadas com as proteinas GST (1 mg, proteina

recombinante produzida em E. coli gentilmente cedida por Tatiana Rezende, colaboradora do
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departamento de Entomologia/lAM) e BSA (1 mg, Sigma-Aldrich A-3803) que foram
utilizadas como controle negativo.

Para realizacdo do ensaio de pull down, a toxina Cytl1Aa (100 ug) foi incubada com
uma amostra de esferas-Bin, esferas-BSA ou esferas-GST (150 ul) por 2 h, a TA, com
agitacdo leve. Apos a incubacdo, foi realizada uma centrifugacdo (20.000 g, 10 min, 4° C)
seqguida de 10 lavagens em sequéncia, sendo cinco com PBS-NaCl 1M e cinco com PBS
intercaladas de centrifugacdes (400 g, 30 seg, 4° C). Ao final, as amostras foram solubilizadas
em uma amostra de 50 ul de tampédo de Laemmli (LAEMMLI, 1970), incubadas (100° C, 5
min), submetidas a separacdo eletroforética em SDS-PAGE 10% e coradas com azul de

Coomassie.

7.5.2 Ensaio de ELISA

O ensaio de ELISA (Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay - Ensaio de
imunoabsorcdo enzimatica) foi realizado para avaliar a ocorréncia de interacdo entre as
toxinas Bin e CytlAa por um método quantitativo. Neste ensaio, a placa de ELISA foi
sensibilizada com a toxina Cyt1Aa (0.5 pug) em tampao carbonato (NaHCO3 0.05 M pH 9.6) e
incubada overnight a 4° C. Em seguida, foi feito o bloqueio de reacfes inespecificas com leite
desnatado (2%) em PBS por 2h a 37° C. Apds cada uma destas etapas, foram feitas cinco
lavagens com PBS. Apds o bloqueio, foi feita a incubacdo (1h, 37° C) com concentragdes
crescentes (0.25, 0.5, 1 e 2 pg/ml) das toxinas individuais Bin, BinA, BinB, CryllAa
(controle positivo) e CrylAb (controle negativo) em um volume de reacdo de 100 ul/pogo,
para avaliar a interagdo com a toxina CytlAa. Para detecgéo de ligacdo, os pocos das placas
foram incubados (1h, 37° C) com o respectivos anticorpos primarios especificos em tampéo
PBS contendo Tween-20 a 0,1% (PBS-T) para cada toxina testada: anti-Bin/BinB (1:1.000),
produzido em camundongo no IAM-FIOCRUZ (MELO, 2008); anti-BinA (1:20.000),
produzido em coelho no Instituto Pasteur (Paris, Franga); anti-Cryl1Aa (1:10.000) e anti-
CrylAb (1:10.000), produzidos em coelho no Instituto de Biotecnologia da Universidade
Nacional Auténoma do México (IBT-UNAM). Apds esta etapa, foi feita a incubagdo com os
respectivos anticorpos secundarios conjugados a peroxidase em tampéao PBS-T por 1ha 37°C
como descrito a seguir: anti IgG de camundongo 1:10.000 para anti-Bin/BinB; anti IgG de
coelho 1:20.000 para anti-BinA, anti-Cry11Aa e anti-CrylAb. Apds cada uma destas etapas
de incubac&o foram realizadas cinco lavagens da placa com tampao PBS-T. Ao final, foi feita

a revelacdo com o substrato OPD (O-Fenilenodiamina CsHgN2, 5 mg/mL) em tampao citrato-
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fosfato (Na2HPO4 0,1 M, pH 5) acrescido de H2O2 (12 pl), em um volume final de 10 mL.
Uma aliquota desta solucdo de revelacdo foi adicionada (100 pl) em cada pogo e incubada (10
min, TA, protegido da luz). A reacédo foi interrompida com HCI 5 M (30 ul/pogo) e a leitura
da absorbancia a 490 nm foi feita em espectrofotobmetro de placas de ELISA. Os dados de
interacdo especifica foram comparados pelo teste estatistico ANOVA usando o0 programa
GraphPad Prism versdo 7.04.

7.6 Ensaio de interacédo in vitro entre as toxinas e BBMF

A capacidade de interagdo das toxinas individuais Bin ou CytlAa e da combinagéo
delas com o epitélio intestinal das larvas foi investigada através de ensaios de interacdo
qualitativos in vitro. Para tal, amostras de BBMF (10 pg) de larvas das col6nias avaliadas
foram incubadas (overnight, TA) com a toxina ativada (0, 30, 100 nM), em tampé&o PBS Eisen
(NaH2PO4 2.1 mM, NazHPO4 14 mM, NaCl 150 mM pH 7.4) contendo BSA (0,1% final).
Apbs o periodo de incubacdo, foram feitas duas lavagens com PBS Eisen intercaladas por
centrifugacdo (20.000 g, 10 min, 4° C). Ap0s as lavagens, as amostras foram solubilizadas em
tampéo de Laemmli (10 pl) (LAEMMLI, 1970), incubadas (100° C, 5 min), submetidas a
separacdo eletroforética em SDS-PAGE 10%, transferidas para membrana de nitrocelulose e
imunodetectadas. A imunodeteccdo da toxina Bin foi realizada pelo método de curta duracdo
utilizando o sistema Snapld® (Millipore), segundo instrucdes do fabricante. Para a toxina
Cyt1Aa, foi realizado o protocolo tradicional de imunodeteccao.

No sistema Snapld®, com duracdo inferior & 1h, a membrana foi inicialmente
hidratada com PBS e, em seguida, bloqueada com leite desnatado a 0,1% em tamp&o TBS-T
(Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0.05%, pH 7,6) por cerca de 15 seg. Apés esta
etapa, a membrana foi incubada com o anticorpo primério anti-Bin (1:500) por 20 min a TA,
seguida de uma incubacdo com um anticorpo anti IgG de camundongo conjugado a
peroxidase (1:5000, Jackson Immunochemicals) durante 10 min a TA. Apds o0s
procedimentos de bloqueio e incubagdo com os anticorpos, foram realizadas lavagens da
membrana com o tampdo TBS-T. Para a imunodeteccdo da toxina CytlAa pelo método
tradicional, com duracdo aproximada de 6 horas, a membrana foi bloqueada com leite 5% 2h
TA, incubada com anticorpo primario anti-Cyt (1:30.000, produzido em coelho no IBT-
UNAM) por 1h TA, seguida da incubacdo com o anticorpo secundario anti IgG de coelho
conjugado a peroxidase (1:10.000, Jackson Immunochemicals), por 1h TA. Apds os

procedimentos de blogueio e incubacdo com os anticorpos, foram realizadas lavagens da
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membrana com o tampdo TBS-T. A imunodetecgédo foi realizada por quimioluminescéncia,
utilizando o reagente Luminata Forte® (Millipore) e a membrana revelada foi visualizada no
iBright™ CL1000 (Thermo Fisher Scientific).

7.7 Microscopia confocal

A localizacdo subcelular da toxina Bin e de suas subunidades, BinA e BinB, nas
regides do intestino e nas celulas intestinais de larvas de C. quinquefasciatus e Ae. aegypti foi
feita através de microscopia confocal usando as proteinas marcadas com os fluor6foros Alexa
546® ou Alexa 647® (Thermo Fisher Scientific), de acordo com as instruces do fabricante.
Brevemente, as proteinas foram incubadas com um dos fluoréforos por no minimo 1h TA e,
em seguida, foram dialisadas overnight em PBS a 4° C para remover o fluoréforo livre, ndo
acoplado a proteina. Em seguida, as amostras de proteinas marcadas foram submetidas a
separacgdo eletroforética SDS-PAGE para avaliar a marcacdo fluorescente através de filtros
RGB (Red, green and blue — Vermelho, verde e azul) no fotodocumentador Amersham™
Imager 600 (GE Healthcare). Além das proteinas, foram também marcados os cristais
purificados de CytlAa e Cytl1AaV122E com o fluor6foro Alexa 647. Para estas amostras foi
feita a visualizagdo em SDS-PAGE e também em microscopia confocal.

Para evitar problemas de autofluorescéncia observados nas larvas alimentadas com
racao para gatos, que € a dieta padrdo usada para a criacdo (item 7.1), as larvas de 2° estadio
foram alimentadas com gréos de aveia cozidos (marca Quaker® 25 mg/L fervidos em agua
destilada por 15 min) durante 3-5 dias até atingir o 4° estadio. Para o estudo de localizacdo
subcelular das toxinas, dez larvas L4 jovens foram colocadas em 2 ml de &gua destilada sem
alimento, contendo ou ndo toxina, em cada poco de placas de cultura de 24 pocos (1,76 cm de
didametro/poco). Os grupos tratados foram expostos a proteina marcada (Bin, BinA ou BinB, a
5 pg/mL concentracdo final) sozinhas ou em mistura com a biomassa contendo esporos e
cristais de CytlAa ou da mutante CytlAaV122E (0,5-1 pg/mL concentragdo final). O
tratamento foi feito a TA, sob o abrigo da luz, com duragéo de 2h (C. quinquefasciatus) ou
16h (Ae. aegypti). No caso da CytlAa, foi necessario usar a biomassa contendo esporos e
cristais porque a toxina ativada sob a forma solUvel n&o apresenta toxicidade in vivo para as
larvas.

Ap0s a incubacdo, as larvas foram transferidas para dgua limpa contendo alimento
(aveia) por 3h. Os intestinos das larvas foram dissecados e fixados em paraformaldeido 4%

(Sigma-Aldrich) em PBS suplementado com sacarose 5% (Sigma-Aldrich) por 30 min TA.
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Apos a fixagdo, os tecidos foram lavados trés vezes com PBS e montados em Iamina com
Prolong® Gold antifade contendo DAPI (Sigma-Aldrich). Para avaliar a localizagio
subcelular de CytlAa e CytlAaV122E, as larvas foram alimentadas com 0,5 pg/mL de
cristais marcados com Alexa 647 por 4h e, em seguida, processadas como descrito
anteriormente. As proteinas marcadas com Alexa 546 foram excitadas a 543 nm e a emissao
de fluorescéncia foi analisada a 568 nm, enquanto as proteinas marcadas com Alexa 647
foram excitadas com 633 nm e a emissao de fluorescéncia foi analisada a 665 nm. As imagens
microscopicas foram registradas usando o microscopio confocal com varredura a laser
(Olympus FV1000) no IBT-UNAM.

Neste estudo, também foram feitos ensaios para avaliar a colocalizac¢&o da toxina Bin
com organelas celulares e determinar potenciais alvos desta toxina em larvas CqS. Para
avaliar este aspecto, as larvas foram tratadas com a toxina Bin marcada com Alexa 546
conforme descrito anteriormente. Apds a exposi¢cao com a toxina marcada com fluoréforo, as
larvas foram também tratadas, por 2h suplementares a TA, com os marcadores de lisossomos
e mitocondrias, LysoTracker® e MitoTracker Deep Red-647® a 1 uM (Thermo Fisher
Scientific), respectivamente. Ap6s a incubacao, as larvas foram transferidas para dgua limpa
contendo alimento (aveia) por 3h. Apds estas etapas, 0s intestinos dissecados foram fixados,
lavados e montados em lamina com Prolong® Gold antifade contendo DAPI (Sigma-Aldrich),

conforme descrito anteriormente.

7.8 Ensaios de atividade caspase

Neste trabalho, foram realizados ensaios para determinar a atividade de Caspase-3
como um marcador da ativacdo da via de apoptose. Um estudo prévio mostrou que em larvas
de C. quinquefasciatus intoxicadas com a toxina Bin ocorre a ativacdo da apoptose com
participacdo desta enzima (TANGSONGCHAROEN et al., 2015). Foi feita uma andlise
quantitativa atraves do uso do kit fluorimétrico Caspase-3 Assay Kit (Abcam, ab39383) para
mensurar a atividade da Caspase-3, além de uma andlise qualitativa através da imunodeteccéo
dos fragmentos clivados da Caspase-3 com o anticorpo Cleaved Caspase-3 (Aspl75) (Cell
Signaling Technology). Para potencialmente induzir a atividade da Caspase-3 em larvas CqS
estas foram alimentadas com a toxina Bin por 18h com uma dose equivalente a CLso (0.025
pug/mL) e outra letal para 100% das larvas ap6s 48h (0.2 ug/mL). Além destes, foram usados
um grupo de controle negativo sem exposi¢do a toxina e um grupo de controle positivo de

apoptose com larvas expostas a luz ultravioleta (UV) por 30 min. Cada grupo consistiu de 50
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larvas de 4° estadio jovens e, apos a incubacgdo, os intestinos foram dissecados e colocados em
150 pl dos respectivos tampdes de lise celular acrescidos de 7,5 pl de solucdo estoque (12,5X)
de inibidor de protease cOmplete® (Roche). Para deteccdo quantitativa de atividade
enzimatica da Caspase-3, foi utilizado o tampao de lise Abcam (proveniente do kit acima
mencionado), enquanto para a detecgdo qualitativa via imunodeteccdo dos fragmentos da
Caspase-3 clivada, foi utilizado o tampé&o de lise Cell Lytic MT™ (Sigma-Aldrich, C3228).
As amostras foram maceradas em gelo por 2 min, centrifugadas (20.000 g, 10 min, 4° C) e 0s
sobrenadantes foram recuperados, dosados pelo método de Bradford e armazenados a — 80° C
até o momento de realizar o experimento.

A avaliacdo quantitativa da atividade de Caspase-3 foi feita através da incubacdo do
extrato de proteinas (25 ug), obtido como descrito anteriormente, com o substrato DEVD-
AFC (Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-trifluorometil cumarina, 200 uM) em tampdo de reacdo
2X contendo o agente redutor Ditiotreitol (DTT, 10 mM), fornecidos pelo kit fluorimétrico
Caspase-3 Assay Kit (Abcam). A reacdo foi realizada em placas de 96 pocos e foi incubada a
37° C por 1h e, em seguida, foi feita a leitura da intensidade de fluorescéncia em leitor de
placas com excitacdo a 400 nm e emissao a 505 nm, a cada hora, até a leitura final de 4h.

Para a avaliacdo qualitativa, amostras de extrato protéico (50 pg) de cada grupo
testado foram submetidas a separacdo eletroforética, as proteinas foram transferidas para
membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) que foi submetida & imunodetec¢do com
anticorpo que reconhece o maior fragmento resultante da clivagem da Caspase-3. O
procedimento de imunodeteccdo teve as seguintes etapas: lavagem da membrana com PBS
por 5 min a TA; bloqueio com PBS-Tween 20 (PBS-T) a 2% durante 10 min TA; incubacao
com o anticorpo primario Cleaved Caspase-3 (Aspl175) em PBS-T a 0,05% (diluicdo 1:1000)
a TA; incubacdo com o anticorpo secundario anti-rabbit conjugado a peroxidase (1:10000) 1h
a TA em PBS-T a 0,05%. Apo6s o bloqueio e incubacGes com os anticorpos, a membrana foi
lavada 4 vezes por 5 min com PBS-T a 0,05%. A membrana foi revelada através da incubacéo
com Luminol sc-2048® (Santa Cruz Biotechnlogy), segundo as instrucdes do fabricante. A
visualizagdo da membrana revelada foi feita no fotodocumentador Amersham™ Imager 600®
(GE Healthcare).
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8 RESULTADOS

Os proximos topicos abordardo os resultados da tese.

8.1 Suscetibilidade de larvas ao produto combinado de Lsp e Bti

A toxicidade de um produto, o Vectomax®, que contém cristais do Lysinibacillus
sphaericus (Lsp) e do Bacillus thuringiensis sorovar. israelensis (Bti) foi avaliada para as
larvas de Culex quinquefasciatus suscetiveis (CqS), C. quinquefasciatus resistentes (CqR) e
de Aedes aegypti (Aae), refratarias a toxina Bin. Este larvicida combinado apresentou
toxicidade para as larvas das trés coldnias avaliadas neste trabalho, com concentracGes letais
crescentes para as larvas CgS, Aae e CqR (Tabela 1). Observa-se que os valores, tanto da
CLso ou CLago, para as larvas resistentes séo apenas 1-4 vezes superiores ao valor observado
para a coldnia de referéncia, e mostram a atividade in vivo deste produto para as larvas
desprovidas do receptor para a toxina Bin. Estes dados foram obtidos pelo aluno Daniel
Brandéo, colaborador do projeto no IAM-FIOCRUZ.

Tabela 1 — Toxicidade do Vectomax® para larvas de 4° instar das colonias de Culex quinquefasciatus (suscetivel
e resistente a Bin) e de Aedes aegypti apos 48h de exposicao.

Colbnia N° larvas CLso (mg/L)? CLgo (mg/L)?

CqsS 480 0.026 (0.020-0.031) 0.071 (0.056-0.098)
CagrR 420 0.094 (0.074-0.115) 0.238 (0.183-0.283)
Aae 560 0.041 (0.028-0.049) 0.089 (0.072-0.150)

Fonte: A autora.

Legenda: Vectomax® contém cristais de Lysinibacillus sphaericus (Lsp - 2,7 %) e Bacillus thuringiensis sorovar.
israelensis (Bti - 4,5 %) e a concentragdo representa mg de ingrediente ativo/L. CqS = Culex quinquefasciatus
suscetivel ao Lsp. CqR = C. quinquefasciatus resistente ao Lsp. Aae = Aedes aegypti refratario ao Lsp. 2Média e
intervalo de confianca 95%.

8.2 Suscetibilidade de larvas as toxinas Bin e CytlAa

Para avaliar o sinergismo entre as toxinas Bin e CytlAa, a atividade larvicida de
suspensdes de esporos e cristais contendo Bin e Cyt1Aa foi avaliada de forma individual e em
misturas contra larvas de C. quinquefasciatus suscetivel (CqS) e resistente a toxina Bin
(CgR), além de A. aegypti (Aae) (Quadro 2). A toxina mutante Cyt1AaV122E (suspensdo de
esporos e cristais) também foi avaliada, ja que estudos prévios desta mutante demonstraram

que ela ndo tem a capacidade de oligomerizacéo e inser¢cdo na membrana do epitélio intestinal
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de Ae. aegypti. Apesar desta deficiéncia, a CytlAaV122E tem a capacidade de sinergizar a
toxicidade de Cryl1Aa neste inseto (LOPEZ-DIAZ et al., 2013). Inicialmente, foi avaliada a
atividade de toxinas individuais para as col6nias. A toxina Bin levou a alta mortalidade em
larvas CqS com uma CLso de 0,026 mg/L, diferente do que foi observado em larvas CgR e
Aae que ndo apresentaram mortalidade apds o tratamento com a Bin, conforme o padréo
esperado. A suspensdo de esporos e cristais contendo a toxina CytlAa mostrou uma
toxicidade relativamente baixa para as larvas de todas as colbnias estudadas, pois a
concentracdo de 40-50 mg/L provocou apenas 40% de mortalidade, visto que sua acéo €
inespecifica. A toxina mutante Cyt1AaV122E na maior concentragdo utilizada nos bioensaios
(50 mg/L) ndo provocou toxicidade (<5%) para as larvas testadas.

Quando a mistura de Bin-CytlAa (3:1) foi testada, foi observada mortalidade nas
colonias CgR (CLso 30 mg/L) e Aae (CLso 34 mg/L) comprovando que a toxina CytlAa
sinergiza a atividade in vivo da toxina Bin nestas larvas desprovidas de receptores especificos
para esta toxina. Em contraste, a mistura das toxinas Bin-Cyt1AaV122E ndo provocou
mortalidade para CgR e Aae, indicando que apenas a toxina Cyt1Aa no seu estado funcional é
capaz de sinergizar a toxina Bin. Dados do grupo sugerem que a toxina mutante
CytlAaV122E ndo possui a capacidade de formacéo de poros (dados ndo publicados) e este
seria o principal mecanismo responsavel pelo sinergismo promovido pela Cyt1Aa selvagem.

Para avaliar o sinergismo da CytlAa em relagdo a cada subunidade da toxina Bin,
foram feitos bioensaios de suas misturas. Inicialmente, a atividade in vivo das subunidades
individuais BinA e BinB foram avaliadas contra larvas CgS, e elas ndo foram tdxicas
individualmente, enquanto a sua mistura equimolar causou alta mortalidade (CLso 0.041
mg/L), confirmando o padrdo ja descrito na literatura da acdo em sinergia entre estes
componentes da toxina Bin. A acdo larvicida da mistura BinA-Cyt1Aa mostrou que a CytlAa
também é capaz de sinergizar a atividade da BinA para larvas CgS (CLso 17 mg/L), CgR
(CLso 10 mg/L) e Aae (CLso 54 mg/L). Enquanto a mistura BinA-CytlAaV122E néo
apresentou toxicidade para estas col6nias, corroborando os resultados obtidos para a mistura
Bin-Cyt1AaV122E. Em larvas suscetiveis, a BinA provoca toxicidade em CgS mediada pela
interacdo BinB-receptor especifico, e este estudo demonstrou que esta subunidade pode
causar mortalidade in vivo em individuos desprovidos do receptor, gragas a presenca da toxina
CytlAa que sinergiza sua toxicidade. A mistura BinB-CytlAa ndo causou mortalidade
elevada em larvas CqS mesmo na maior concentracdo testada (60 mg/L), comprovando este
achado. Portanto, foi observado que a atividade larvicida in vivo da toxina Bin ou da

subunidade BinA contra larvas CgR e Aae ocorreu apenas na presenca da CytlAa funcional.
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Uma visdo geral do padréo de atividades das toxinas Bin, CytlAa e a mutante Cytl1AaV122E
esta representada no Grafico 1.
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Quadro 2 — Atividade de toxinas Bin (subunidades BinA e BinB), Cyt1Aa, Cyt1AaV122E e suas misturas para larvas do 3° instar das col6nias de Culex
quinquefasciatus (suscetivel e resistente a Bin) e de Aedes aegypti ap6s 48h de exposi¢do.

CLso (mg/L)?
Toxinas CaS CgR Aae
Bin 0.026 (0.017-0.036) N&o tdxica N&o toxica
BinAP N&o toxica N&o toxica Né&o toxica
BinB® N&o toxica ND ND
BinAP + BinBP (1:1) 0.041 (0.030-0.056) N3o toxica No toxica
CytlAa >50 >50 >50
CytlAaV122E Nd&o toxica Nd&o toxica N&o toxica
Misturas Bin:Cyt1lAa (3:1)
Bin + CytlAa 0.073 (0.048-0.103) 30.304 (25.792-34.866) 33.929 (27.856-41.488)
BinA® + CytlAa 17.203 (10.374-22.744) 10.605 (7.739-15.142) 54.113 (47.238-63.825)
BinB®+ Cyt1Aa >60 ND ND
Bin + CytlAaV122E 0.073 (0.046-0.115) N&o toxica N&o toxica
BinA° + Cyt1AaV122E N4o toxica N3o toxica Néo toxica

Fonte: A autora.

Legenda: ®Média e intervalo de confianca 95% determinados pela anélise de Probit, valores de CLso baseados em massa/volume de suspensdes de biomassa bacteriana
contendo esporos e cristais, exceto quando informado. *Valores de CLs baseados em massa/volume de protoxina soltvel purificada. CqS = Culex quinquefasciatus suscetivel
ao Lysinibacillus sphaericus (Lsp). CqR = C. quinquefasciatus resistente ao Lsp. Aae = Aedes aegypti refratario ao Lsp. ND = ndo determinado.



Caracterizacdo do mecanismo de sinergia de toxinas...

Nascimento, N. A. 69

Gréfico 1 - Atividade de toxinas Bin, Cyt1Aa e Cyt1AaV122E e suas misturas para larvas do 3° instar das
colénias de Culex quinquefasciatus (suscetivel e resistente a Bin) e Aedes aegypti apos 48h de exposicao.
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Legenda: Bioensaios feitos a partir de biomassas bacterianas contendo esporos e cristais com as toxinas Bin,
CytlAa e CytlAaV122E preparadas a partir de uma suspensdo-mée (5 g/L). Os bioensaios foram feitos com
grupos de 20 larvas do estadio Ls; jovem em 20 mL de agua destilada em triplicata. A. CqS = Culex
quinquefasciatus suscetivel ao Lysinibacillus sphaericus (Lsp). B. CqR = C. quinquefasciatus resistente ao Lsp.
C. Aae = Aedes aegypti refratario ao Lsp. Cada coluna representa a média de pelo menos seis replicatas e as
barras mostram o erro padréo. Asteriscos indicam diferenca estatistica (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, ****

p<0.0001) de acordo com teste ANOVA.
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8.3 Interacgéo entre as toxinas Bin e CytlAa

A obtencdo de protoxinas e toxinas com integridade e funcionalidade foi a primeira
etapa necessaria para avaliar a ocorréncia de interacdo entre as toxinas Bin e Cyt1Aa, e destas
com o epitélio intestinal. As protoxinas Bin, CytlAa, CryllAa e CrylAb utilizadas nos
ensaios foram produzidas sob a forma recombinante em Biti acristalifero e, em seguida, estas
foram processadas in vitro para atingir a forma de toxina. Estas protoxinas foram expressas de
forma integra com peso molecular esperado conforme apresentado na Figura 14: a protoxina
Bin formada pelas subunidades de 42 e 51 kDa foram convertidas para a forma ativa de 39 e
43 kDa; a protoxina CytlAa de 28 kDa foi convertida para 24 kDa; a protoxina Cryl1Aa de
68 kDa foi convertida para fragmentos de 32 e 36 kDa; a protoxina CrylAb de 130 kDa foi
convertida para fragmentos de 60 e 65 kDa. As subunidades BinA e BinB, produzidas
individualmente em Escherichia coli, também foram expressas de forma integra com o0s pesos

esperados de 42 kDa e 51 kDa, respectivamente.

Figura 14 — Perfil eletroforético das proteinas Bin, BinA, BinB, Cyt1Aa, Cryl1Aa e CrylAb recombinantes.
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Fonte: A autora.

Legenda: Eletroforese em SDS-PAGE 10% (A, D e E) ou 12% (B e C) e visualizagdo com azul de Coomassie.
As protoxinas Bin, CytlAa, Cryl1Aa e CrylAb foram produzidas em Bacillus thuringiensis sorovar. israelensis
acristalifero e as subunidades da Bin, BinA e BinB, foram produzidas em Escherichia coli. Marcador de peso
molecular (kDa) & esquerda. S = protoxina solubilizada. A = toxina ativada in vitro.

A interacdo entre as toxinas Bin e CytlAa foi primeiramente avaliada através de
ensaios de pull down, entre a toxina Bin adsorvida em microesferas de sefarose e a toxina
CytlAa solivel. Através deste ensaio, ndo foi possivel observar a interagdo entre as duas
toxinas. Os controles negativos utilizados no ensaio, esferas adsorvidas com as proteinas BSA
(~66 kDa) e GST (~25 kDa), ndo apresentaram ligacdo com a toxina CytlAa como o
esperado (Figura 15). A intensidade das proteinas usadas como controle negativo foi menor

do que o esperado, porém, como as esferas-Bin ndo apresentaram qualquer sinal de ligagéo
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com a toxina CytlAa, este aspecto ndo foi considerado critico para a interpretacdo dos
resultados deste ensaio.

Figura 15 — Ensaio de interagdo (pull down) entre as toxinas Bin imobilizada em esferas (esf. Bin) e a toxina
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Fonte: A autora.

Legenda: As amostras de proteinas foram incubadas, lavadas, separadas em SDS-PAGE (10%) e coradas com
azul de Coomassie. As proteinas BSA (esf. BSA) e GST (esf. GST) imobilizadas em esferas também foram
incubadas com a toxina Cyt1Aa (controle negativo). Marcador de peso molecular (kDa) a esquerda.

Além do ensaio de pull down, foi realizado um ensaio de ELISA na tentativa de
investigar a existéncia de ligacdo entre as toxinas Bin e Cytl1Aa através de um método mais
sensivel de natureza quantitativa. A interacdo entre cada subunidade, BinA e BinB, com a
toxina CytlAa também foi investigada. Neste ensaio, ndo foi observada interacdo entre a
CytlAa com a Bin, nem com as suas subunidades (Grafico 2), pois o nivel de ligacdo é baixo
e ndo apresenta um padrdo crescente de dose-resposta. O controle positivo utilizado mostrou
um padrédo de ligacdo especifico entre as toxinas CytlAa e Cryl1Aa, com sinal de deteccéo
dose-crescente. O controle negativo também foi validado visto que ndo houve um padrdo de
ligacdo especifica entre CytlAa e CrylAb.
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Graéfico 2 — Ensaio de interacdo (ELISA) entre a proteina Cyt1Aa imobilizada na placa e incubada com as
toxinas Bin, BinA, BinB, Cryl1Aa e CrylAb.
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Fonte: A autora.

Legenda: A proteina CytlAa foi imobilizada e incubada com concentragdes crescentes das proteinas Bin, BinA,
BinB, Cry11Aa (controle positivo) e Cry1lAb (controle negativo). Em seguida, foi feita a imunodetec¢do com os
anticorpos primarios especificos para cada proteina: anti-BinB (1:1.000); anti-BinA (1:20.000); anti-Cryl1Aa
(1:10.000); e anti-Cry1Ab (1:10.000). Cada coluna representa a media de ligacao especifica de pelo menos cinco
replicatas e as barras representam o erro padrdo. Asteriscos indicam diferenca estatistica (* p<0.05, ****
p<0.0001) de acordo com teste ANOVA.

8.4 Interacdo entre as toxinas e proteinas do epitélio intestinal de larvas

A interacdo entre as toxinas Bin, CytlAa e mistura das toxinas Bin-Cytl1Aa, com
proteinas do intestino das larvas, utilizando amostras de fracfes ricas em microvilosidases do
epitélio intestinal (BBMF) de larvas das colénias CgS, CgR e Aae foi investigada. Estes
experimentos foram realizados para analisar se, na presenca da CytlAa, a toxina Bin tem
capacidade de interagir com o epitélio intestinal de larvas CgR ou Aae, que sdo desprovidas
de receptores especificos para a toxina Bin, e assim ser detectada nestas amostras de
microvilli intestinal.

Nestes ensaios, as toxinas Bin, Cytl1Aa ou suas misturas (3:1) foram incubadas com
as amostras de BBMF. Em seguida, as amostras de BBMF recuperadas foram submetidas a
imunodectecdo da toxina Bin ou CytlAa ligada a BBMF, usando os anticorpos especificos
para cada toxina. A toxina Bin mostrou interacdo especifica com a BBMF de larvas CgS nas
duas concentragOes utilizadas, enquanto ndo foi observada interagdo com BBMF de larvas
CqR e Aae (Figura 16A), 0 que ¢é o padrao esperado de acordo com o status de suscetibilidade
destas larvas. A toxina Cyt1Aa mostrou interacdo com amostras de BBMF de todas as larvas
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testadas (Figura 16B), padrdo esperado visto que a CytlAa é capaz de se inserir nas
membranas celulares e ndo depende de interacdo especifica com receptores de membrana. A
interacdo da CytlAa com BBMF de larvas CqR parece mais fraca quando comparada as
colbnias CgsS e Aae, visto que foi melhor observada na maior concentracdo usada. Quando a
mistura de toxinas Bin e CytlAa foi testada, a Bin foi detectada ligada @ membrana do
epitélio intestinal de larvas CqS, mas ndo para as amostras de BBMF CgR e Aae (Figura
16C), embora esta mistura tenha atividade in vivo como mostrado nos bioensaios (Quadro 2,
Gréafico 1). Os dados mostram que a toxina Bin, mesmo na presenca da CytlAa, que deve
estar ligada as amostras de BBMF conforme demonstrado na Fig. 16B, ndo foi detectada
nestas membranas (Figura 16C). Estes resultados indicam que a ligacdo entre estas toxinas

ndo ocorre e corroboram os resultados obtidos pelos ensaios de interacdo (se¢do 8.3).

Figura 16 — Ensaio de interacdo entre amostras de proteinas do intestino de larvas (BBMF) de Culex
quinquefasciatus suscetiveis e resistentes a Bin e Aedes aegypti (Aae) com as toxinas Bin e Cyt1Aa individuais
ou em mistura.
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Fonte: A autora.

Legenda: As amostras de BBMF (10 pg) foram incubadas com as toxinas Bin (A), Cyt1Aa (B) ou pré-incubadas
com a toxina Cyt1Aa, seguida de incubagdo com a toxina Bin na propor¢do 3:1 Bin:CytlAa (C) em diferentes
concentraces (0, 30, 100 nM). Em seguida, as amostras foram separadas em SDS-PAGE (A e C 10%, B 12%),
transferidas para membrana de nitrocelulose e submetidas a imunodeteccdo com anticorpo anti-BinB (A e C,
diluicdo 1:500) ou anti-CytlAa (B, diluicdo 1:30.000). Controles positivos de imunodeteccdo de Bin e CytlAa
foram incluidos em cada ensaio e estdo mostrados a direita. Marcador de peso molecular (kDa) a esquerda.
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8.5 Localizacao subcelular da toxina Bin

Neste estudo, foi feita uma avaliacdo da localizacdo subcelular da toxina Bin
marcada com fluoréforos Alexa® através de microscopia confocal, na presenca e auséncia de
esporos e cristais contendo a protoxina CytlAa selvagem ou de sua mutante Cytl1AaV122E,
deficiente na capacidade de formacdo de poro. A primeira etapa foi a obtencdo de toxinas
funcionais marcadas com o fluoroforo Alexa. Foram obtidas proteinas integras, com peso
molecular esperado (Figura 17), cuja toxicidade in vivo foi testada antes das toxinas serem

utilizadas.

Figura 17 — Perfil eletroforético das proteinas Bin, BinA e BinB marcadas com o fluoréforo Alexa.
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Fonte: A autora.

Legenda: As proteinas foram marcadas com Alexa546 (Bin, BinA e BinB) e com Alexa647 (BinB), separadas
em SDS-PAGE 10% e visualizadas em fotodocumentador com filtro RGB (A) ou com Azul de Coomassie (B).
Marcador de peso molecular (kDa) a esquerda.

Com relacéo a localizacdo subcelular da toxina Bin-Alexa546 administrada as larvas
Cqs, foi observado um padréo regional de localizacdo desta toxina nos cecos gastricos e na
regido posterior do intestino (Figura 18A). A nivel celular, a toxina Bin foi encontrada na
superficie bem como internalizada em células epiteliais do intestino (Figura 18A). Quando
larvas CgS foram alimentadas com a subunidade BinA-Alexa546, observou-se uma auséncia
de marcacdo (Figura 18B), indicando que a BinA ndo interage com 0s receptores presentes no
epitélio intestinal. Em contraste, a subunidade BinB-Alexa647 foi fortemente detectada no
microvilli nos cecos gastricos e na regido posterior do intestino, e ausente no interior das
células (Figura 18C), confirmando o seu papel funcional de ligagdo especifica com os
receptotes Cqgml do epitélio destas larvas. A avaliagdo da localizacdo subcelular das
subunidades BinA-Alexa546 e BinB-Alexa647 administradas em mistura equimolar (1:1)
para larvas CgS confirmou estes achados. Neste caso, foi observada a internalizagdo da BinA,
enquanto a BinB foi localizada ligada ao epitélio intestinal e em menor propor¢do também
dentro das células (Figura 19). Em contraste, quando as larvas CqgR (Figura 20A) e Aae
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(Figura 20B) foram tratadas com a Bin-Alexa546, esta ndo foi detectada ligada a membrana
ou internalizada nas células. Os resultados da deteccdo da toxina Bin no epitélio intestinal de
larvas CgS (Figuras 18 e 19) e auséncia nas larvas CqR e Aae (Figura 20) sdo compativeis,
respectivamente, com a presenca e auséncia de receptores para a toxina nas células do epitélio

intestinal.

Figura 18 — Localizacdo subcelular in vivo da toxina Bin e de suas subunidades BinA e BinB no intestino de
larvas de Culex quinquefasciatus suscetiveis a Bin.
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Fonte: A autora.

Legenda: As larvas foram alimentadas com 5 pg/ml de Bin-Alexa546 (A), BinA-Alexa546 (B), BinB-Alexa647
(C) por 2h. Em seguida, foram deixadas em &gua limpa sem toxina por 3h e entdo seus intestinos foram
dissecados, fixados (paraformaldeido 4%, sacarose 5% em PBS pH 7.2) e montados em |aminas com Prolong®
Diamond antifade contendo DAPI (nicleos em azul). A localizagdo da proteina marcada com fluordforo
(vermelho) foi feita em microscépio confocal com varredura a laser. As setas apontam a toxina marcada ligada
ao epitélio intestinal ou internalizada nas células. Imagens de microscopia de contraste de fase em conjunto com
fluorescéncia estdo mostradas ao final de cada painel.
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Figura 19 - Localizacdo subcelular in vivo das subunidades BinA e BinB da toxina Bin no intestino de larvas de
Culex quinquefasciatus suscetiveis a Bin.

Fonte: A autora.

Legenda: As larvas foram alimentadas com 5 pg/ml de BinA-Alexa546 (verde) e BinB-Alexa647 (vermelho) por
2h. Em seguida, foram deixadas em agua limpa sem toxina por 3h e entdo seus intestinos foram dissecados,
fixados (paraformaldeido 4%, sacarose 5% em PBS pH 7.2) e montados em laminas com Prolong® Diamond
antifade contendo DAPI (nucleos em azul). A localizagdo da proteina marcada com fluoréforo foi feita em
microscépio confocal com varredura a laser. A colocalizacdo das cores verde e vermelho estd mostrada em
amarelo.

Figura 20 - Localizagdo subcelular in vivo da toxina Bin no intestino de larvas de Culex quinquefasciatus
resistentes a Bin e Aedes aegypti.
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Legenda: As larvas foram alimentadas com 5 pg/ml de Bin-Alexa546 por 2h (A — CgR) e 12h (B — Aae). Em
seguida, foram deixadas em agua limpa sem toxina por 3h e entdo seus intestinos foram dissecados, fixados
(paraformaldeido 4%, sacarose 5% em PBS pH 7.2) e montados em laminas com Prolong® Diamond antifade
contendo DAPI (nicleos em azul). A localizacdo da proteina marcada com fluordforo (vermelho) foi feita em
microscépio confocal com varredura a laser. Imagens de microscopia de contraste de fase em conjunto com
fluorescéncia estdo mostradas ao final de cada painel.
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8.6 Localizagao subcelular dos cristais das toxinas CytlAa e CytlAaV122E

A localizacdo subcelular das toxinas CytlAa e CytlAaV122E foi feita a partir da
marcacdo dos cristais purificados com fluor6foro Alexa. Foi necessario marcar 0s cristais
pois, como descrito na metodologia, a toxina ativada na forma soltvel ndo apresenta atividade
in vivo para as larvas. A marcacdo dos cristais contendo a protoxina CytlAa selvagem e a
mutante Cyt1AaV122E foi obtida com sucesso pela aluna Samira Molina, colaboradora do
projeto no IBT-UNAM (Figura 21).

Figura 21 — Perfil dos cristais de CytlAa e Cyt1AaV122E marcados com o fluoréforo Alexa.
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Legenda: Os cristais foram marcadas com Alexa647 (vermelho) através de incubag¢do com o fluoréforo por 6h a
TA protegido da luz. Os cristais marcados foram visualizados em microscopio confocal com varredura a laser
(A) e também em microscopia de contraste de fase (B). Além disso, as proteinas foram separadas
eletroforeticamente em SDS-PAGE 15% e as bandas fluorescentes foram visualizadas em fotodocumentador
com filtro RGB (C) e, em seguida, o gel foi corado com Azul de Coomassie (D). Marcador de peso molecular
(kDa) a esquerda.

Em larvas CgS alimentadas com CytlAa-Alexa647, foi possivel detectar a toxina ao
longo do epitélio de todo o intestino incluindo os cecos gastricos e regides anterior, média e
posterior, 0 que € compativel com o padrdo de ligacdo inespecifico da toxina CytlAa. A
CytlAa também foi encontrada dentro das células da regido anterior do intestino (Figura
22A). Quando as larvas foram alimentadas com a toxina mutante Cyt1AaV122E-Alexa647,
esta foi localizada apenas no epitélio intestinal dos cecos gastricos e das regides média e
posterior. Diferente do que foi observado com a toxina Cyt1Aa, a mutante nao foi encontrada

no microvilli ou dentro das células da regido anterior do intestino (Figura 22B).
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Figura 22 — Localizacdo subcelular in vivo das toxinas CytlAa e Cyt1AaV122E no intestino de larvas de Culex
quinquefasciatus suscetiveis a Bin.
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Fonte: A autora.

Legenda: As larvas foram alimentadas com 0,5 pg/ml de cristais marcados de Cytl1Aa (A) ou Cyt1AaV122E (B)
por 4h. Em seguida, seus intestinos foram dissecados, fixados (paraformaldeido 4%, sacarose 5% em PBS pH
7.2) e montados em laminas com Prolong® Diamond antifade contendo DAPI (nGcleos em azul). A localizagéo
da proteina marcada com fluoréforo (vermelho) foi feita em microscopio confocal com varredura a laser. As
setas apontam a toxina marcada ligada ao epitélio intestinal ou internalizada nas células. Imagens de microscopia
de contraste de fase em conjunto com fluorescéncia estdo mostradas ao final de cada painel.
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8.7 Localizagdo subcelular da toxina Bin em mistura com cristais da CytlAa e
CytlAaV122E

A localizacdo da Bin-Alexa546 em mistura com cristais de CytlAa ou
CytlAaV122E (ndo marcados) foi investigada. Em larvas CqS tratadas com a mistura de Bin-
Alexa546 e cristais de Cytl1Aa, foi observado que a Bin também estava presente nas regides
anterior e média do intestino ligada a membrana e internalizada nestas células (Figura 23A).
Com relagdo as subunidades BinA e BinB na presenca de CytlAa em larvas CqsS, foi visto
que a BinA estava internalizada nas células da regido anterior do intestino (Figura 23B),
enquanto a BinB manteve o padrdo de localizacdo nos cecos gastricos e regido posterior
(Figura 23C). Em larvas CqR e Aae, a analise de Bin-Alexa546 na presenca de CytlAa
revelou que a toxina Bin se encontrava nas regides anterior e média do intestino e estava
internalizada nestas células (Figuras 24A e 24B). Estes resultados mostram que a CytlAa
permite a internalizacdo da toxina Bin nas células independente da presenca de receptores
especificos. Pode-se notar que a internalizacdo da Bin foi observada em regi6es mais amplas,
tais como a anterior e o intestino médio de larvas CgS, CqR e Aae, padrdo que é diferente
daquele que depende da presenca de receptores cuja localizacdo esta concentrada nas regiGes
do ceco géstrico e intestino posterior.
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Figura 23 - Localizacdo subcelular in vivo da toxina Bin e de suas subunidades BinA e BinB, na presenca de
CytlAa, no intestino de larvas de Culex quinquefasciatus suscetiveis a Bin.

A Bin + Cyt1Aa

B
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Regidao média
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Regiado posterior

Fonte: A autora.

Legenda: As larvas foram alimentadas com 5 pg/ml de Bin-Alexa546 (A), BinA-Alexa546 (B), BinB-Alexa647
(C) na presenca de 1 pg/ml de CytlAa por 2h. Em seguida, foram deixadas em agua limpa sem toxina por 3h e
entdo seus intestinos foram dissecados, fixados (paraformaldeido 4%, sacarose 5% em PBS pH 7.2) e montados
em laminas com Prolong® Diamond antifade contendo DAPI (nlcleos em azul). A localizagdo da proteina
marcada com fluordforo (vermelho) foi feita em microscépio confocal com varredura a laser. As setas apontam a
toxina marcada ligada ao epitélio intestinal ou internalizada nas células. Imagens de microscopia de contraste de
fase em conjunto com fluorescéncia estdo mostradas ao final de cada painel.
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Figura 24 — Localizacdo subcelular in vivo da toxina Bin, na presenca de Cyt1Aa, no intestino de larvas de
Culex quinquefasciatus resistentes a Bin e Aedes aegypti.
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Fonte: A autora.

Legenda: As larvas foram alimentadas com 5 pg/ml de Bin-Alexa546 por 2h (A — CgR) e 12h (B — Aae) na
presenca de 1 pg/ml de CytlAa. Em seguida, foram deixadas em &gua limpa sem toxina por 3h e entdo seus
intestinos foram dissecados, fixados (paraformaldeido 4%, sacarose 5% em PBS pH 7.2) e montados em laminas
com Prolong® Diamond antifade contendo DAPI (nGcleos em azul). A localizacdo da proteina marcada com
fluoréforo (vermelho) foi feita em microscdpio confocal com varredura a laser. Imagens de microscopia de
contraste de fase em conjunto com fluorescéncia estdo mostradas ao final de cada painel.

Posteriormente, foi avaliada a localizacdo subcelular da Bin na presenca de cristais
(ndo marcados) contendo a Cyt1AaV122E para investigar se a atividade de formacéo de poro
estd envolvida na internalizacédo celular da Bin. Em larvas CqS, a toxina Bin, na presenca da
CytlAaV122E, foi detectada dentro de células dos cecos gastricos e da regido posterior do
intestino (Figura 25A), diferente do padrdo de internalizagéo na regido anterior, a qual ndo
apresenta receptores para a Bin, que foi observado na presenca de CytlAa (Figura 23A). A
localizagdo das subunidades BinA e BinB na presenca de CytlAaV122E em larvas CqgS
tambem foi analisada. A subunidade BinA n&o foi internalizada nas células (Figura 25B),
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enquanto a subunidade BinB foi detectada concentrada na membrana de células dos cecos
gastricos e da regido posterior do intestino (Figura 25C). Além disso, a toxina Bin, na
presenca da CytlAaV122E, ndo foi detectada nas células de larvas CgR (Figura 26A) nem de
Aae (Figura 26B). Estes resultados em conjunto mostram que a toxina Cytl1Aa pode induzir a
internalizacdo da Bin e da BinA nas células desprovidas de receptores especificos

possivelmente devido a sua capacidade de formagé&o de poros.

Figura 25 — Localizag@o subcelular in vivo da toxina Bin e de suas subunidades BinA e BinB, na presenca de
Cyt1lAaV122E, no intestino de larvas de Culex quinquefasciatus suscetiveis a Bin.

A Bin + Cyt1AaVvV122E B BinA + Cyt1AaV122E [ BinB + Cyt1AaV122E

Intestino completo
Intestino completo
Intestino completo

Regido posterior
Regido média
Regiao posterior

Regido posterior
Regidao média
Regiao posterior

Regido posterior
Regido média
Regido posterior

Fonte: A autora.

Legenda: As larvas foram alimentadas com 5 pg/ml de Bin-Alexa546 (A), BinA-Alexa546 (B), BinB-Alexa647
(C) na presenga de 1 pug/ml de Cyt1AaV122E por 2h. Em seguida, foram deixadas em &gua limpa sem toxina por
3h e entdo seus intestinos foram dissecados, fixados (paraformaldeido 4%, sacarose 5% em PBS pH 7.2) e
montados em laminas com Prolong® Diamond antifade contendo DAPI (nucleos em azul). A localizagdo da
proteina marcada com fluor6foro (vermelho) foi feita em microscopio confocal com varredura a laser. As setas
apontam a toxina marcada ligada ao epitélio intestinal ou internalizada nas células. Imagens de microscopia de
contraste de fase em conjunto com fluorescéncia estdo mostradas ao final de cada painel.



Caracterizacdo do mecanismo de sinergia de toxinas... Nascimento, N. A. 83

Figura 26 — Localizacdo subcelular in vivo da toxina Bin, na presenca de Cyt1AaV122E, no intestino de larvas
de Culex quinquefasciatus resistentes a Bin e Aedes aegypti.
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Fonte: A autora.

Legenda: As larvas foram alimentadas com 5 pg/ml de Bin-Alexa546 por 2h (A — CgR) e 12h (B — Aae) na
presenca de 1 pg/ml de CytlAaV122E. Em seguida, foram deixadas em &gua limpa sem toxina por 3h e entdo
seus intestinos foram dissecados, fixados (paraformaldeido 4%, sacarose 5% em PBS pH 7.2) e montados em
laminas com Prolong® Diamond antifade contendo DAPI (nlcleos em azul). A localizagdo da proteina marcada
com fluoréforo (vermelho) foi feita em microscépio confocal com varredura a laser. Imagens de microscopia de
contraste de fase em conjunto com fluorescéncia estdo mostradas ao final de cada painel.

8.8 Localizagao intracelular da toxina Bin e ativa¢éo da via de apoptose

Neste estudo, a localizacdo da toxina Bin em duas estruturas celulares foi investigada
utilizando marcadores de mitocondrias e lisossomos com o intuito de observar uma
colocalizagdo da toxina Bin nestas organelas em células do intestino de larvas CqS. Estas
organelas foram escolhidas devido & deteccdo de alterages ultraestruturais ja relatadas na
literatura (OPOTA et al., 2011; TANGSONGCHAROEN et al., 2015). Com relacdo as

mitocondrias, a marcacdo foi muito intensa, ndo permitindo a individualizagdo da organela.
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Na Figura 27A, as setas apontam pontos fluorescentes onde houve menor intensidade de
marcacdo e melhor visualizacdo das mitocondrias. Na Figura 27B, as setas curtas apontam a
marcacdo individual da toxina Bin (verde) e das mitocdndrias (vermelho), enquanto as setas
longas apontam pontos fluorescentes amarelos que podem indicar a colocalizacdo da Bin com
as mitocondrias. Com relacdo aos lisossomos, € possivel visualiza-los através da observagéo
de pontos fluorescentes indicados pelas setas na Figura 28A, apesar da observacdo de
autofluorescéncia na imagem. Na Figura 28B, as setas curtas indicam a toxina Bin (verde) e
os lisossomos (vermelho), ja a seta mais longa destaca um ponto fluorescente amarelo que
indica a colocalizagdo da Bin com esta organela. Ainda assim, sd0 necessarios ajustes de
tempo de incubacdo e concentracdo dos marcadores de organelas a fim de obter resultados
com maior qualidade e especificidade para padronizar o padrdo de cada marcador nas células.
Em seguida, sera possivel avaliar se ocorre uma colocalizacdo da toxina Bin com seus
possiveis alvos intracelulares em individuos suscetiveis e, em seguida, investigar o padrdo da

Bin na presenca da Cyt1Aa em individuos resistentes.
Figura 27 — Localizacéo intracelular in vivo da toxina Bin e de mitocdndrias no intestino de larvas de Culex
quinquefasciatus suscetiveis a Bin.

A MitoTracker B MitoTracker + Bin ‘

Regidao média
Cecos gastricos

Fonte: A autora.

Legenda: As larvas foram alimentadas com 5 pg/mL de toxina Bin-Alexa546 (verde) por 2h TA. Em seguida,
foram alimentadas por 2h com MitoTracker Deep Red-647 (vermelho) a 1 uM (Thermo Fisher Scientific). Entdo
seus intestinos foram dissecados, fixados (paraformaldeido 4%, sacarose 5% em PBS pH 7.2) e montados em
laminas com Prolong® Diamond antifade contendo DAPI (nGcleos em azul). A localizagdo das proteinas
marcadas com fluoréforo foi feita em microscopio confocal com varredura a laser. As setas curtas apontam a
marcacao individual da toxina Bin e da mitocondria e as setas longas apontam uma possivel colocalizago entre
a Bin e a organela.
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Figura 28 — Localizacdo intracelular in vivo da toxina Bin e de lisossomos no intestino de larvas de Culex
quinquefasciatus suscetiveis a Bin.
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Fonte: A autora.

Legenda: As larvas foram alimentadas com 5 pg/mL de toxina Bin-Alexa546 (verde) por 2h TA. Em seguida,
foram alimentadas por 2h com LysoTracker Deep Red-647 (vermelho) a 1 uM (Thermo Fisher Scientific). Entdo
seus intestinos foram dissecados, fixados (paraformaldeido 4%, sacarose 5% em PBS pH 7.2) e montados em
laminas com Prolong® Diamond antifade contendo DAPI (ndcleos em azul). A localizagdo das proteinas
marcadas com fluoréforo foi feita em microscdpio confocal com varredura a laser. As setas curtas apontam a
marcagdo individual da toxina Bin e do lisossomo e a seta longa aponta uma possivel colocalizagio entre a Bin e
a organela.

Outro importante aspecto no contexto do modo de acdo da toxina Bin é avaliar se
esta toxina é capaz de ativar a via de apoptose nas larvas estudadas, na auséncia e na presenca
da toxina Cyt1Aa. Para tal, foi feita uma andlise da atividade da Caspase-3 que esta envolvida
nesta via e € um dos principais fatores ativados em resposta ao mecanismo intrinseco de
apoptose. Os experimentos foram feitos utilizando intestinos dissecados de larvas de C.
quinquefasciatus suscetiveis expostas a toxina Bin, além do controle negativo sem nenhum
tipo de exposicdo e do controle positivo de inducdo de apoptose utilizando larvas expostas a
luz UV. Primeiramente, foi feita uma andlise quantitativa através de um teste fluorimétrico
com um substrato especifico para a Caspase-3, a fim de medir a atividade desta Caspase.
Entretanto, estes experimentos ndo forneceram dados consistentes visto que as respostas
obtidas parecem ser inespecificas. No caso, ndo foi possivel determinar uma atividade
diferencial entre as amostras de larvas expostas a toxina ou luz UV, comparada a atividade

detectada para o controle negativo (Grafico 3).
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Gréfico 3 — Atividade enzimética da Caspase-3 em amostras de intestino de larvas de Culex quinquefasciatus
suscetiveis a Bin.
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Fonte: A autora.

Legenda: As larvas foram expostas a toxina Bin (0,025 e 0,2 pg/mL), a luz ultravioleta (UV) por 30 min como
controle positivo de apoptose e larvas sem nenhum tipo de exposi¢do foram usadas como controle negativo. Os
intestinos foram dissecados, macerados em tampdo de lise celular, centrifugados e o sobrenadante foi
recuperado. A atividade enzimatica da Caspase-3 foi avaliada através da leitura da intensidade de fluorescénia
apos a incubagdo do extrato protéico de intestino com o substrato DEVD-AFC usando o kit Caspase-3 Assay Kit
(Abcam).

Em seguida, foi realizada uma analise qualitativa atraves da imunodeteccdo do maior
fragmento (17 kDa) da Caspase-3 clivada pelo anticorpo Cleaved Caspase-3 (Aspl75) com
amostras de larvas expostas a toxina Bin, controle negativo (larvas ndo expostas) e controle
positivo de apoptose (larvas expostas a luz UV). As caspases sdo sintetizadas como um
zimogeno (pro-enzima) e, apés a sua clivagem proteolitica que ocorre durante a sua
participacdo no processo de apoptose, sdo gerados dois fragmentos ativos denominados p12 e
pl7. A clivagem ocorre em um sitio especifico e este anticorpo reconhece o maior fragmento
(p17), clivado adjacente ao sitio Aspl175 e que possui 17 kDa. A imunodeteccdo demonstrou
gue nas amostras de larvas expostas a Bin na dose mais alta (amostra teste) e expostas a UV
(controle positivo) foi possivel visualizar uma banda de maior intensidade e com um peso
aproximado de 17 kDa que corresponde ao maior fragmento da Caspase-3 clivada (Figura
29). Estes dados indicam, de forma preliminar, a ativagcdo de apoptose em larvas tratadas pela
toxina Bin. Entretanto, mais analises sdo necessarias para observacdo da ativacao de apoptose,

incluindo analises de larvas resistentes expostas a Bin na presenca e auséncia de CytlAa.
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Figura 29 — Imunodeteccdo do maior fragmento da Caspase-3 clivada em amostras de intestino de larvas de
Culex quinquefasciatus suscetiveis expostas a toxina Bin.
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Fonte: A autora.
Legenda: As larvas foram expostas a toxina Bin (0,025 e 0,2 pug/mL), a luz ultravioleta por 30 min como
controle positivo de apoptose (C+) e larvas sem nenhum tipo de exposi¢do foram usadas como controle negativo
(C-). Os intestinos foram dissecados, macerados em tampao de lise celular, centrifugados e o sobrenadante foi
recuperado. Os extratos protéicos foram separados eletroforeticamente, transferidos para membrana de PVDF e
imunodetectados com o anticorpo anti-caspase 3 (Cleaved Caspase-3 Aspl75, Cell Signaling Technology). O
marcador de peso molecular (kDa) esta a esquerda.
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9 DISCUSSAO

Os larvicidas biologicos produzidos a partir de bactérias entomopatégenas como
Lysinibacillus sphaericus (Lsp) e Bacillus thuringiensis sorovar. israelensis (Bti) vem sendo
utilizados com sucesso para o controle de populacBes de insetos vetoras de patégenos
(LACEY, 2007). Mais recentemente, larvicidas bioldgicos combinados contendo cristais
inseticidas de Lsp e Bti tém apresentado resultados promissores para o controle simultaneo de
populacdes de Culex, Anopheles e Aedes em areas urbanas de regides endémicas (AFRANE et
al., 2016; CETIN et al., 2015; FONTOURA et al., 2019; IBANEZ-JUSTICIA et al., 2018;
KAHINDI et al., 2018; SANTOS et al., 2018). Neste estudo, foi avaliada a eficacia de um
produto combinado para larvas de duas col6nias resistentes/refratarias a toxina Bin isolada,
comparada as larvas suscetiveis, sob condi¢fes controladas de laboratorio. A avaliacdo deste
produto comprovou a sua eficacia mostrando uma alta mortalidade para larvas das trés
coldnias, dotadas ou ndo de receptores especificos para a toxina Bin, que é um dos
ingredientes ativos mais toxico do produto. Este resultado corrobora dados da literatura que
recomendam o uso de larvicidas biolégicos combinados como uma estratégia para o controle
simultdneo de diferentes espécies que co-habitam criadouros, trazendo vantagens em relacéo a
facilidade operacional e a reducdo do risco de selecdo de resisténcia (ANDERSON et al.,
2011; DRITZ et al., 2011; SANTOS et al., 2019).

Apesar das vantagens do uso de misturas de toxinas, € extremamente importante
investigar o seu modo de acdo para compreender se ha risco em seu uso para evitar o
surgimento de consequéncias indesejadas. No estudo de Raymond et al. (2013), por exemplo,
foi observado que o uso de misturas de toxinas de Bt para Plutella xylostella n&o foi associado
a uma reducdo significativa na evolucdo da resisténcia a toxina Cryl. Esse tipo de
investigacdo é essencial, por exemplo, no campo do controle de insetos-praga de importancia
agricola que ja adota a estratégia de plantas transgénicas que expressam diferentes toxinas
para o controle de pragas com o intuito de minimizar o potencial de selecdo de resisténcia
(CARRIERE; CRICKMORE; TABASHNIK, 2015; WEI; ZHANG; AN, 2019). A
combinacdo de toxinas é uma abordagem eficaz neste sentido mas também estd sujeita a
limitacOes. Ja foi reportada a resisténcia em campo do lepiddptero Helicoverpa zea a um
milho transgénico expressando vérias toxinas Cry (KAUR et al., 2019). Outro problema foi
detectado em plantas de algoddo transgénicas que, durante o envelhecimento, podem sofrer

um declinio na concentragdo de toxinas Cry e consequentemente favorecer a selecdo de alelo
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de resisténcia em H. zea devido a exposicio dos insetos a doses subletais (CARRIERE et al.,
2019).

Os produtos combinados a base de Bti e Lsp contém um complexo de cinco toxinas,
e estudos prévios mostraram que a mistura de duas destas toxinas, a Bin do Lsp e CytlAa do
Bti, sdo suficientes para exibir atividade larvicida para C. quinquefasciatus resistente a Bin e
para Ae. aegypti, demonstrando a habilidade destas toxinas de atuarem em sinergia em
individuos desprovidos de receptores especificos para a Bin (WIRTH; FEDERICI;
WALTON, 2000; WIRTH; WALTON; FEDERICI, 2000). Entretanto, o mecanismo
molecular de a¢do destas duas toxinas atuando em conjunto é desconhecido, sendo o principal
objetivo deste trabalho. Este estudo confirmou que a toxina Bin apresenta alta toxicidade
apenas para larvas suscetiveis e as subunidades BinA e BinB individuais ndo apresentam
toxicidade, apenas quando administradas em conjunto corroborando dados da literatura
(NICOLAS et al., 1993). Com relacdo a Cyt1Aa, foi observada uma baixa toxicidade in vivo
para as larvas das trés colbnias estudadas, devido a sua acdo inespecifica. Enquanto as
misturas da toxina Bin, ou de sua subunidade BinA, com a toxina CytlAa apresentou
atividade toxica in vivo também para larvas de C. quinquefasciatus resistentes a Bin e de Ae.
aegypti, demonstrando que a toxina CytlAa sinergiza a toxina Bin. Adicionalmente, a
auséncia de atividade tdxica da mistura BinB-Cyt1Aa comprova a funcdo da BinB de atuar
apenas na interagdo com o receptor especifico presente no epitélio intestinal (CHARLES et
al., 1997).

Assim, a avaliacdo da atividade larvicida in vivo comprovou que a toxina CytlAa
pode sinergizar a acdo da toxina Bin em larvas resistentes estudadas e este mecanismo foi
investigado neste trabalho. Estudos prévios que associaram a ac¢do da toxina Bin em larvas
resistentes com a entrada da Bin em células do intestino desprovidas de receptores, na
presenca da toxina CytlAa (FEDERICI et al., 2003), também deram sustentacdo a esta
hipotese. Além disso, houve embasamento a partir do sinergismo ja conhecido da toxina
CytlAa com as toxinas CryllAa e Cry4Ba do Bti, no qual a toxina CytlAa atua como
receptor para estas toxinas Cry, ocorrendo uma ligacdo especifica entre elas, que é uma
condicio necessaria para ocorrer o sinergismo (CANTON et al., 2011; PEREZ et al., 2005).

Portanto, neste trabalho, foi inicialmente hipotetizado que a toxina Cyt1Aa também
poderia atuar como receptor para a toxina Bin em individuos cujas células do epitélio
intestinal sdo desprovidas do receptor especifico, havendo uma ligacdo entre elas como
observado no modelo de sinergia anterior. No entanto, a ligacdo especifica entre Cyt1Aa com

Bin, ou com suas subunidades BinA e BinB, ndo foi detectada a partir de ensaios in vitro,
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realizados para obter evidéncias experimentais da interacdo direta entre as toxinas. Os ensaios
de ligacdo da toxina Bin com amostras do epitélio intestinal de larvas resistentes, previamente
incubadas com a toxina CytlAa, também demostraram a auséncia da toxina Bin nestas
amostras. O resultado mostra que a toxina Bin ndo pode ligar-se ao epitélio desprovido de
receptores e também ndo tem habilidade de ligar-se a toxina CytlAa que j& esta
comprovadamente ligada ao epitélio destas larvas. Estes dados sugerem fortemente que a
toxina CytlAa, portanto, ndo poderia atuar como receptor da toxina Bin. Portanto, os
experimentos de interacao direta entre as toxinas Bin (BinA e BinB) e CytlAa demostraram
que elas ndo se ligam especificamente e, nos ensaios de interagdo com epitélio intestinal, a
Bin ndo se colocalizou com a CytlAa. Assim, pode-se concluir a partir das condigdes
experimentais testadas, que os efeitos toxicos provocados pela mistura destas toxinas nédo
dependem da interacdo entre elas, sugerindo que ocorre um mecanismo de acdo diferente da
hip6tese inicial do trabalho.

A partir destes resultados, foi formulada uma nova hip6tese para elucidar o modo de
sinergismo entre as toxinas Bin e Cyt1Aa, baseado na sua conhecida habilidade de formacéo
de poros (SOBERON; LOPEZ-DIAZ; BRAVO, 2013). Para tal, foi utilizada uma toxina
mutante, Cyt1AaV122E, que é deficiente na atividade de formagao de poro devido a defeitos
na oligomerizagdo e insercdo na membrana epitelial. Estudos prévios demostraram que esta
toxina mutante ndo apresenta toxicidade para larvas de Ae. aegypti, entretanto permanece
capaz de sinergizar a atividade toxica da Cryl1Aa (LOPEZ-DIAZ et al., 2013). Inicialmente,
para avaliar esta nova hipdtese, foram realizados bioensaios para avaliar a atividade in vivo de
misturas das toxinas Bin e CytlAaV122E. Foi observado que, a mistura da Bin com a
mutante Cyt1AaV122E ndo exibiu atividade larvicida para individuos resistentes. Estes dados
de atividade in vivo indicam que apenas a toxina Cyt1Aa selvagem no seu estado funcional é
capaz de sinergizar a acdo da Bin. Este resultado difere do mecanismo de sinergismo entre as
toxinas CytlAa e CryllAa, no qual a CytlAaV122E ainda é capaz de potencializar a
toxicidade da Cryl11Aa (LOPEZ-DIAZ et al., 2013). Além disso, estes dados sugerem que 0
sinergismo entre as toxinas Bin e CytlAa é dependente da atividade de formacdo de poro da
toxina CytlAa.

Os estudos de localizagdo subcelular, realizados atraves de microscopia confocal
com toxinas marcadas com fluoroforo, corroboraram os dados de atividade in vivo e in vitro,
além de fornecerem evidéncias para elucidar o mecanismo de sinergia entre as toxinas.
Quando larvas de C. quinquefasciatus suscetiveis, usadas como controle positivo, foram

tratadas com a toxina Bin marcada, esta foi encontrada na superficie dos cecos gastricos e na
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regido posterior do intestino (devido a subunidade BinB) e internalizada nas células destas
regides (devido a interacdo BinA-BinB), o que corrobora o padrdo de localiza¢do esperado da
toxina Bin e suas subunidades (CHARLES et al., 1997; LEKAKARN; PROMDONKOQY;
BOONSERM, 2015; SILVA-FILHA; PEIXOTO, 2003). Ap6s o tratamento de larvas
suscetiveis com as subunidades individuais marcadas, foi observado que a BinB estava
fortemente localizada na superficie celular destas duas regides do intestino, enquanto a BinA
ndo foi detectada dentro das celulas. Estes dados demonstram que a subunidade BinA
necessita estar ligada a BinB, que por sua vez tem a funcdo de interagir com o0s receptores
especificos do epitélio, e estas etapas levam a internalizacdo de ambas as subunidades nas
células, como indicado previamente em estudos de localizacdo subcelular e funcionalidade
(LEKAKARN; PROMDONKOQY; BOONSERM, 2015; OPOTA et al., 2011; SILVA-FILHA;
PEIXOTO, 2003).

Nas larvas de C. quinquefasciatus suscetiveis & Bin, a localizagcdo subcelular da
toxina Cyt1Aa também foi avaliada. Esta foi encontrada ao longo de todo o epitélio intestinal,
corroborando a sua inespecificidade de interacdo devido a ligacdo direta com fosfolipideos
presentes na bicamada lipidica (BRAVO et al., 2011; THOMAS; ELLAR, 1983). A toxina
CytlAa selvagem foi encontrada dentro de células da regido anterior do intestino, enquanto
que a mutante CytlAaV122E ndo foi detectada internalizada nas células. O padrdo de
localizagdo da mutante corrobora a auséncia de toxicidade observada nos ensaios in vivo deste
estudo e da literatura, e também sugere que esta toxina ndo tem capacidade de formacéo de
poros na membrana celular, tal como a toxina selvagem (LOPEZ-DIAZ et al., 2013).

O sinergismo entre as toxinas Bin e CytlAa em larvas de colonias de C.
quinquefasciatus resistente a Bin e de Ae. aegypti, refratario natural a Bin também foi
avaliado a partir da localizacdo subcelular da toxinas. O tratamento destas larvas com a Bin
individual marcada ndo mostrou interacdo desta toxina com as células do intestino, enquanto
0 tratamento da mistura de Bin com CytlAa mostrou a localizacdo da Bin, sendo esta
encontrada no citoplasma de células das regides anterior e media do intestino. Quando estes
insetos resistentes foram tratados com a mistura da Bin com a mutante CytlAaV122E, a
internalizagdo da Bin ndo foi observada, indicando a necessidade da funcionalidade da
Cytl1Aa, possivelmente em relacdo a sua atividade de formacao de poro, para a internalizacao
da toxina Bin nas celulas do epitélio intestinal de invididuos resistentes.

O nosso estudo produziu evidéncias relevantes para a compreensdo do mecanismo de
sinergia entre as toxinas Bin e CytlAa. Primeiramente, foi demonstrado que a toxina CytlAa

é capaz de superar a resisténcia a toxina Bin devido a falhas na expressao do seu receptor, em
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razdo da atividade in vivo detectada para as larvas de C. quinquefasciatus resistentes e de Ae.
aegypti. Ademais, demonstramos também que a Cyt1Aa facilita a internalizacdo da toxina Bin
em duas coldnias resistentes, que corrobora dados obtidos com outras linhagens avaliadas
anteriormente (FEDERICI et al., 2003). Os estudos mostram pela primeira vez que a
internalizacdo promovida através da Cyt1Aa pode ocorrer em regifes adicionais do intestino,
comparado ao padrdo esperado da toxina Bin em individuos suscetiveis (CHARLES et al.,
1997; LEKAKARN; PROMDONKOQY; BOONSERM, 2015; SILVA-FILHA; PEIXOTO,
2003). Este resultado comprova que o fendmeno esta desvinculado a disponibilidade de
receptores que ocorrem em regides especificas. Quando larvas suscetiveis foram tratadas com
uma mistura da toxina Bin, ou da subunidade BinA, com a toxina CytlAa, elas foram
encontradas dentro das células nas regides anterior e média do intestino, ao invés de estarem
localizadas apenas nos cecos gastricos e na regido posterior, que sdo conhecidas pela presenca
dos receptores Cgml (DAVIDSON, 1988, 1989). E importante ressaltar que apds o
tratamento de larvas suscetiveis com a mistura de BinB e Cyt1Aa, a presenca da subunidade
BinB dentro das células foi muito menos evidente em relacdo a BinA, sendo a BinB
encontrada principalmente na superficies das células. I1sso ocorre provavelmente devido a alta
afinidade de ligagédo entre a BinB e seu receptor promovendo uma concentragdo da BinB na
membrana celular onde estdo localizados os receptores (CHARLES et al., 1997; ROMAO;
DE-MELO-NETO; SILVA-FILHA, 2011; SINGKHAMANAN et al., 2013), o que pode
reduzir a sua potencial deteccdo dentro das células.

Neste trabalho, também foi demonstrado a toxicidade da mistura BinA-CytlAa em
larvas suscetiveis e resistentes a Bin, a qual esta associada com a internalizagdo da BinA em
células do epitélio intestinal e é independente da interacdo BinB-receptor. Estes dados sdo
concordantes com a atividade in vivo de uma proteina quimérica recombinante formada pelas
toxinas BinA e CytlAa para larvas de C. quinquefasciatus suscetiveis e resistentes a Bin e de
Ae. aegypti, que mostram que o acesso da BinA ao citoplasma é suficiente para causar
mortalidade (BIDESHI et al., 2017). Os resultados do nosso trabalho indicam que a entrada
da BinA na célula, possivelmente devido a formacao de poro pela toxina Cyt1Aa, é suficiente
para provocar a mortalidade e, portanto, para superar falhas relacionadas a etapa de interacdo
especifica BinB-receptor (CHARLES et al., 1997; ROMAO; DE-MELO-NETO; SILVA-
FILHA, 2011; SINGKHAMANAN et al., 2013; SRISUCHARITPANIT et al., 2014). Isto
apresenta um impacto significante visto que individuos resistentes a toxina Bin devido a

auséncia de receptores apresentam elevados niveis de resisténcia, sendo o principal
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mecanismo reportado (CHALEGRE et al., 2012; DARBOUX et al., 2007; GUO et al., 2013;
NIELSEN-LEROUX et al., 1995, 2002; OLIVEIRA et al., 2004).

O mecanismo pelo qual a BinA atua em alvos intracelulares levando a morte larval
possivelmente envolve o0s processos de autofagia e apoptose (OPOTA et al., 2011,
TANGSONGCHAROEN et al., 2015), entretanto mais estudos sdo requeridos. Trabalhos
anteriores forneceram evidéncias de que as duas subunidades, BinA e BinB, sdo detectadas
dentro das células (LEKAKARN; PROMDONKOY; BOONSERM, 2015; OPOTA et al.,
2011; SILVA-FILHA; PEIXOTO, 2003), mas a acéo intracelular bem como as organelas alvo
destas subunidades permanecem nao esclarecidas, em particular da subunidade BinB. Nossos
dados corroboram outros estudos que determinaram o papel funcional das subunidades da
Bin, mas também revelam que a BinA pode provocar mortalidade, sinergizada pela CytlAa
que permite sua internalizacdo, independente de uma prévia interacdo com a BinB. Dados do
nosso estudo também sugerem que a entrada da BinB na célula possivelmente ndo apresenta
contribuicdo relevante para a toxicidade, mas este aspecto necessita de mais estudos. E
interessante ainda notar, ao analisar os dados de toxicidade deste trabalho, que a acdo da
toxina Bin mediada pela interacdo BinB-receptor é mais eficiente que a sinergia entre a BinA
e a CytlAa. Assim, o complexo BinB-receptor na superficie da célula possivelmente tem um
papel relevante para a toxicidade alcancada.

Um estudo recente do papel funcional da subunidade BinA revelou que ela pode
interagir com glicoproteinas da membrana celular, ligando-se a subunidade BinB e também ao
receptor Cgm1 (e sua ancora GPI) (SHARMA; GUPTA; KUMAR, 2018b). Entretanto, o
papel funcional desta ligacdo BinA-Cgm1 ainda é desconhecido e possivelmente ndo exerce
um impacto para sua internalizagdo. Por outro lado, este estudo aponta que a citotoxicidade da
BinA esta associada com processos bioquimicos intracelulares que envolvem proteinas
glicosiladas funcionalmente criticas e importantes para o desenvolvimento das larvas, visto
que os glicoconjugados apresentam um papel extremamente importante em processos
metabdlicos, estruturais e bioldgicos (MARZ et al., 1995; VARKI, 2017).

Neste contexto, aprofundar a investigacdo do mecanismo pelo qual as toxinas
provocam a mortalidade dos insetos é outro aspecto relevante acerca do modo de acdo das
toxinas inseticidas. Estudos realizados com uma linhagem celular de mamiferos (MDCK), que
expressavam o receptor Cpm1, ortélogo do receptor Cqm1 em Culex pipiens, mostrou que em
células tratadas com a toxina Bin houve vacuolizagdo citoplasmatica e inducdo de autofagia
(OPOTA et al., 2011). Sabe-se também que a toxina Bin pode induzir apoptose em larvas de

C. quinquefasciatus atraves da ativagdo da Caspase-9 e Caspase-3, que levam a fragmentacao
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do DNA e inducdo da cascata da via de apoptose. Além disso, também foram observadas
alteracdes ultraestruturais principalmente em mitocondrias (TANGSONGCHAROEN et al.,
2015), corroborando a potencial colocalizacdo da Bin com esta organela observada no nosso
estudo, embora uma avaliacdo mais aprofundada seja necessaria para confirmar este resultado.
Em uma anélise do transcriptoma de larvas de C. quinquefasciatus expostas e ndo expostas a
Bin, foi observado que a Bin induziu uma resposta transcricional relacionada a autofagia e
apoptose (TANGSONGCHAROEN et al.,, 2017). Uma outra analise de comparagédo
transcricional entre larvas de C. quinquefasciatus suscetiveis e resistentes a Bin mostraram
um padréo de expresséo diferencial siginificativa de genes de caspases e outros envolvidos na
via de apoptose e em vias de replicacdo e reparo de danos ao DNA mostrando o seu
envolvimento no modo de acdo da toxina Bin (REZENDE et al., 2019). No nosso trabalho,
foram obtidos resultados indicativos de inducdo de apoptose apOs exposicdo das larvas
suscetiveis a toxina Bin. Entretanto, mais estudos séo requeridos para avaliar o mecanismo de
morte celular decorrente da intoxicacdo de larvas de C. quinquefasciatus com a Bin, e sua
comparagdo com 0 mecanismo causado pela mistura de toxinas Bin e Cyt1Aa no intestino de
larvas desprovidas de receptor. Este € um elemento chave para a comprensdo da acédo
molecular das toxinas nas larvas e de suas vantagens e limitagdes.

A principal contribuicdo deste trabalho é o mecanismo inédito de sinergia entre as
toxinas Bin e CytlAa, relacionado a atividade de formacdo de poro da CytlAa. O modelo é
distinto do mecanismo de sinergia ja descrito na literatura entre a CytlAa e toxinas Cry do
cristal do Bti (CANTON et al., 2011; PEREZ et al., 2005, 2007), que por sua vez nio tem
correlagdo com a habilidade de formacéo de poro da CytlAa (FERNANDEZ-LUNA et al.,
2010; LOPEZ-DIAZ et al., 2013). Por este motivo, os dados do nosso estudo mostram que a
CytlAa sinergiza a toxina Bin, uma toxina larvicida néo relacionada a Cyt1Aa, atraves de um
novo mecanismo gue ndo envolve interacdo especifica entre elas, mas sim um transporte da
toxina Bin para as células, possivelmente facilitado pela atividade de formacdo de poro da
CytlAa. A compreensdo do mecanismo de acdo molecular da sinergia entre estas toxinas é de
extrema importancia para o uso racional destas toxinas microbianas para o controle de insetos

vetores.
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10 CONCLUSOES

a) Produtos combinados a base de Lysinibacillus sphaericus (Lsp) e Bacillus
thuringiensis sorovar. israelensis (Bti) sdo eficazes para larvas resistentes ou
refratarias ao Lsp, superando a auséncia de receptores para a toxina Bin;

b) A toxina CytlAa tem a capacidade de sinergizar agdo da toxina Bin para larvas
resistentes ou refratarias a Bin;

c) A CytlAa ndo sinergiza a toxina Bin atuando como seu receptor e a a¢do entre
elas ndo depende de interacdo especifica;

d) O mecanismo de sinergismo entre as toxinas Bin e Cyt1Aa é inédito e depende
da atividade de formacdo de poro da CytlAa, que permite a internalizacdo da
Bin;

e) O modo de acdo da toxina Bin parece ativar a via de apoptose em vista do
perfil de atividade da Caspase-3 em larvas de Culex quinquefasciatus tratadas.
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APENDICE A - OUTRAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Doutorado sanduiche

e Treinamento e execucdo de experimentos pelo periodo total de 11 meses no
laboratdrio do Instituto de Biotecnologia (IBT — UNAM) sob a orientagdo da Dra.
Alejandra Bravo. Foram desenvolvidas atividades técnicas de ensaio de interacdo entre
proteinas e localizagdo subcelular de proteinas marcadas com fluoréforo através de

microscopia confocal, além de otimizacgdo de protocolos usados neste projeto.

Participacdo em eventos

e 52° Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, Maceid, 21 a 24 de
agosto de 2016;

e VI Workshop on Genetics and Molecular Biology of Insect Vectors of Tropical
Diseases, Meeting of the Society for Vector Ecology-Brazil (ENTOMOLG6/SOVE-
Brazil), Recife, 25 a 28 de outubro de 2016;

e Comissdo organizadora da IV Semana de Biociéncias e Biotecnologia em Salde:
Ciéncia a Servico da Sociedade. Recife, 12 a 16 de dezembro de 2016.

Producéo bibliografica
a) Resumos

e NASCIMENTO, N. A.: FERREIRA, L. M.; ROMAO, T. P.; MELO-NETO, O.
P.; SILVA-FILHA, M. H. N. L. Avaliacdo do impacto de mutagdes da a-

glicosidase Cqml de Culex quinquefasciatus na fisiologia de larvas. Resumo

apresentado no 52° Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical,
Maceid, 21 a 24 de agosto de 2016.
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G. ; MELO NETO, O. P. ; SILVA-FILHA, M. H. N. L. . Influéncia da N-
glicosilagdo na atividade catalitica de a-glicosidases de mosquitos associadas
com a suscetibilidade ou refratariedade ao Lysinibacillus sphaericus. Resumo
apresentado no VI Workshop on Genetics and Molecular Biology of Insect
Vectors of Tropical Diseases, Meeting of the Society for Vector Ecology-
Brazil (ENTOMOLG6/SOVE-Brazil), Recife, 25 a 28 de outubro de 2016.
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SILVA-FILHA, M. H. N. L. A new sinergy mechanism between Bin and
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Functional Bacillus thuringiensis Cyt1Aa Is Necessary To
Synergize Lysinibacillus sphaericus Binary Toxin (Bin) against
Bin-Resistant and -Refractory Mosquito Species

Mathaly Alexandre Mascmento,® Mary Carmen Torres-Quintero,® Samira Lopez Molina,® Sabino Pacheco,®
Tatiany Patricia Romao,® Antonio Pereira-Neves," Mario Soberdn Alejandra Bravo,® Maria Helena Neves Lobo Silva-Filha®

‘Department of Entomakogy; Instituto AggeuMagalhdes-FIDCRUZ, Recite-PE, Braz

Department of Micrabialogy, Ingtituta Aggeu Magalhies-ACCRUZ, Recife-PE, Braz

“Micrabiolgy Department, Instituta de Biotecnakagia, Universidad Macianal Autdnoma de Mésico, Cuernavaca, Marelas, Méxica

ABSTRACT The binary (Bin) toxin from Lysinibacillus sphaericus is effective to mos-
quito larvae, but its utilization is threatened by the development of insect resistance.
Bin toxin is composed of the BinB subunit required for binding to midgut receptors
and the BinA subunit that causes toxicity after cell internalization, mediated by BinB.
Culex quinguefasciatus resistance to this toxin is caused by mutations that prevent
expression of Bin toxin receptors in the midgut. Previously, it was shown that the
Cyt1Aa toxin from Bocillus thuringiensis subsp. fsraelensis restores Bin toxicity to Bin-
resistant C. quinquefasciatus and to Aedes aegypti larvae, which are naturally devoid
of functional Bin receptors. Our goal was to elucidate the mechanism involved in
Cyt1Aa synergism with Bin in such larvae. in wvo assays showed that the mixture of
Bin toxin or its BinA subunit, with Cyt1Aa was effective to kill resistant larvae. How-
ever, no spedfic binding interaction between Cyt1Aa and the Bin toxin or its sub-
units, was observed. The synergy between Cyt1Aa and Bin toxins is dependent on
functional Cyt1Aa, as demonstrated by using the nontoxic Cyt1AaV122E mutant
toxin affected in oligomerization and membrane insertion, which was unable to syn-
ergize Bin toxicity in resistant larvae. The synergism correlated with the internaliza-
tion of Bin or BinA into anterior and medium midgut epithelial cells, which occurred
only in larvae treated with wildtype Cyt1Aa toxin. This toxin is able to overcome
failures in the kinding step involving BinB receptor by allowing the internalization of
Bin toxin, or its BinA subunit, into the midgut cells.

IMPORTANCE One promising management strategy for mosquito control is the utili-
zation of a mixture of L. sphaericus and B. thuringiensis subsp. israelensis insecticidal
toxing. From this set, Bin and Cyt1Aa toxins synergize and display toxicity to resis-
tant C. quinquefasciatus and to A. aegyptl larvae, whose midgut cells lack Bin toxin
receptors. Our data set provides evidence that functional Cyt1Aa is essential for
internalization of Bin or its BinA subunit into such cells, but binding interaction
between Bin and CytlAa is not observed. Thus, this mechanism contrasts with
that for the synergy between CytlAa and the B. thuringiensis subsp. israelensis
Cry toxins, where active Cytlfa is not necessary but a specific binding between
Cry and CytlAa is required. Our study established the initial molecular basis of
the synergy between Bin and CytlAa, and these findings enlarge our knowledge
of their mode of action, which could help to develop improved strategies to
cope with insect resistance.

KEYWORDS Bacillus thuringiensis, Bin toxin, Culex quinquefasciatus, Aedes aegypti,
synergism, resistance, Bacillus thuringiensis subsp. israelensis
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Cgm1 amd Aam1 are a-glecosdases (EC 3201 20) expressed in Culex guinguefiscions and Aedes oegypd
lanae midgut, respectively. These ortholegs share high sequence similarity but while Cgm1 acts as a
receptor for the Binary (Bin) imsecticidal toedn from Lysmibacilhes sphaericus, Aam1 does not bind the
tosein, rendering Ae asgypd refractory to this bacterium. Aam1 & heavily gheosylated, contrasting to
Cgml, bit lttle & known reganding how glycesylation impacts on its function. This study aimed to
compare the N-gycosyation patterns and the catalytic activities of Aaml and Cgml. Mutant proteins
were generated where predicted Aam1 N-glyoosylation sites (N-PGS) were either inserted into Cgml or
abmgated in Aam L The mutants validated four N-PGS which were found to localize extemally on the
Aaml structure. These Aaml and Coml mutants maintaiped their Bin binding properties, oonfiming
that gyeesylation has ne mde in this interaction. The o-glisceskdase activity of both proteins was mext
imvestigated, with Aam1 having a remarkably higher catalytic efickency, influenced by changes in
gyoosylation. Molecular dynamics showed that ghycosylated and nonglyosylated Aam1 maodels dis-
played distinet pat terns that could inflisence thelr catalytic activity. Differential N-ghomsylation may then
e assoclated with higher catalytic efficiency in Aaml, enhancing the functional diversity of relatad
orthologs.

& 2016 Ekevier Ltd. All rights resenved.




