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Visando conhecer-se os efeitos histopatologicos das toxinas originadas pela
hidrélise das 8- endotoxinas de Bacillus thuringiensis sorovar israelensis, linhagem IPS-
82 (LFB-FIOCRUZ 584) cepa padrio do Instituto Pasteur de Paris para o sorotipo flagelar
H-14, sobre larvas de Simulium pertinax com vistas a0 aprimoramento do uso desse tipo
de inseticida microbiano no controle bioldgico desse inseto, o presente estudo foi
concebido_para localizar o sitio do dano histopatolégico das 8-endotoxinas no trato
digestivo de larvas, como também, avaliar a progressido dos efeitos histopatologicos no
interior dg intestino médio.

Para os experimentos foram coletadas larvas de Simulium pertinax com
histoblasto respiratério completo aderidas a substratos naturais no Rio. Soberbo, municipio
de Guapimirim, Rio de Janeiro. As formas imaturas foram mantidas em seis becheres
com um sistema de borbulhamento de ar originado de bombas de aquario que promoveu a

oxigenagdo e a circulagio da agua, necessarios para a troca gasosa e captagdo do alimento

pelas larvas. Foram aplicadas dosagens do inseticida biolégico equivalentes
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a 2 mg/l, 4 mg/l e 6 mg/l. Os tempos de exposi¢do das larvas ao inseticida bioldgico
variaram de 1 hora até 4 horas, de modo a se poder acompanhar a evolugio dos danos
causados. E somente foram utilizadas larvas vivas, isto é, que reagiram A estimulos
fisicos.

Ao término de cada um desses tempos, as larvas foram levadas para microscopio
estereoscopio onde tiveram retiradas sua cabega e regifo anal O restante do corpo larvar
foi fixado e preparado para observagdes dos cortes histolégicos sob microscopia dptica e
eletrénica de transmisséo.

As larvas expostas as protoxinas hidrolisadas de Bacillus thuringiensis sorovar
israelensis apresentaram debris celulares nos espagos entre o epitélio e a membrmana
peritréfica e degeneragdo nuclear das células na porgdo anterior do intestino médio

Observando-se a_porgdo posterior do intestino médio, encontrou-se além dos
danos anteriormente descritos, vacuolos, causados pela hipertrofia celular e rupturas
aparentes nas microvilosidades. As jungdes laterais das células _apresentavam um
eSpacamento diminuto e evidenciava-se uma vacuolizagio do citoplasma sendo que
alguns nicleos encontravam-se deformados. Podia-se também notar a ruptura das
microvilosidades.

Verificou-se, também, que a progressio dos danos era diretamente proporcional
a concentragio utilizada do inseticida bioldgico e, ou, o tempo de exposigdo ao agente
Supressor. Nao foram notados danos na estrutura histoldgica no grupo de larvas controle,

tanto na porgio anterior do intestino médio quanto na_porgdo posterior.
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As alteragdes histopatologicas observadas para larvas de Simulium pertinax

submetidas & agdo das toxinas de Bacillus thuringiensis sorovar israelensis, foram

compativeis com as relatadas na literatura _para outras espécies de simulideos e

mosquitos .



SUMMARY

The present study sought to determine the histopathological effects of the toxins
originating from hydrolysis of the &-endotoxins of Bacillus thuringiensis serovar
israelensis upon Simulium pertinax larvae, with the general objective of improving the
usage of this type of microbial insecticide for the control of this insect. The strain of
Bacillus thuringiensis serovar israelensis employed was IPS-82 (LFB-FIOCRUZ 584),
the flagellar serotype H-14 type strain of the Institute Pasteur, Paris. Specifically, this
investigation was undertaken to localize the site of histopathological damage caused by .5-
endotoxins in the larval digest tract, as well as to evaluated the progression of
histopathological effects within the midgut.

The experiments employed Simulium pertinax larvae with complete respiratory
histoblast, which were collected, adhered to natural substrates, from the Soberbo River.in
the municipality of Guapimirim, Rio de Janeiro state. The immature forms were maintained
n six beakers with aeration supplied via an aquarium pump, which promoted the
OXygenation and circulation of the water necessary for gas exchange and nutrient

acquisition by the larvae. Biological insecticide doses equivalent to 2mg/l, 4mg/l and 6mg/l



XI1V.
were applied to the different groups of larvae. The exposure times employed ranged from
between 1 to 4 hours, in order to follow the evolution of the toxin induced tissue damage.
Only live larvae were examined, that is to say, larvae which reacted to physical stimuli

At the end of each time period the larvae were viewed under a stereoscopic
microscope and the head and anal region were dissected. The remainder of the larval body
was fixed and processed for observation as histological sections using light and
transmission electron microscopy.

Larvae exposed to hydrolyzed protoxins of Bacillus thuringiensis serovar
israelensis presented cellular debris in the spaces between the epithelium and the
peritrophic membrane. In addition, nuclear degeneration of cells within the anterior portion
of the midgut was observed.

Examination of the posterior portion of the midgut revealed the presence of tissue
damage identical to that described above, as well as vacuoles caused by cellular
hypertrophy and apparent ruptures in the microvilli. The lateral junctions of the cells
presented a diminished spacing and there was evidence of cytoplasmic vacuolation with
some nuclei observed to be deformed. In addition, rupturing of the microvilli was noted.

It was verified that the progress of the tissue damage was directly related to the
concentration of biological insecticide which was applied. A similar relationship was also
determined with regard to the time of exposure to the suppressive agent.

In the case of control larvae, no damage was observed to the histological integrity of

either the anterior or posterior regions of the midgut.
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The histopathological alterations observed in this study with Simulium_pertinax
larvae exposed to the action of the toxins of Bacillus thuringiensis serovar israelensis
were comparable to those reported in the literature for other species of simuliids and

mosquitoes,
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1-INTRODUCAO

Dentre as bactérias entomopatogénicas conhecidas e pertencentes ao Género
Bacillus, duas espécies se destacam pelo fato de terem oferecido os melhores resultados
Praticos: Bacillus sphaericus e Bacillus thuringiensis, que apresentam elevado interesse
devido ao seu poder entomotéxico e viabilidade econdmica, em virtude de serem os
Principios ativos de inseticidas bacterianos industrializados.

O B. sphaericus é uma bactéria Gram-positiva, estritamente aerdbia, que apresenta
enddsporos de forma esférica em posigio terminal dentro do esporingio. Esta espécie
possui linhagens cristalogénicas e acristalogénicas, sendo que estas ultimas podem
apresentar baixa toxicidade para insetos (DAVIDSON et al., 1975; MYERS et al., 1979,
SINGER, 1981; DAVIDSON & MYERS, 1981; YOUSTEN & DAVIDOSN, 1982 e
PRIEST, 1992).

Sao conhecidas, aproximadamente, 365 linhagens de B. sphaericus

entomopatogénicas, classificadas através da sorologia pela reagdo de aglutinagdo com o

antigeno flagelar em 10 sorotipos (INSTITUTO PASTEUR, 1996). O espectro de agdo



desta espécie restringe-se a algumas espécies de insetos da Ordem Diptera (SINGER,
1981), possui toxicidade somente para larvas de mosquitos, principalmente de Culex sp.,
Anopheles sp. e Aedes sp. (PRIEST, 1992; BERRY, 1994 ¢ YOUSTEN, 1996).

As cepas altamente toxicas sintetizam corpos para-esporais com forma poliédrica,
onde estio contidas as proteinas toxicas para larvas de mosquitos. Esta estrutura é
Composta em sua maior parte por uma toxina bindria (Btx), com proteinas de peso
molecular 51,4 kDa e 41,9 kDa (P51 e P42, respectivamente) (CHARLES, et al.,1996 e
PORTER et al., 1993 ). Estas duas proteinas ndo possuem atividade toxica quando testadas
Separadamente, segundo PORTER et al. (1993), a P42 exerceria fungdo na especificidade,
€nquanto que o fator toxicidade seria uma fung¢do conjunta,

Estudos feitos comparando-se a seqiiéncia de aminoacidos da P51 e P42 com as
proteinas do cristal de B. thuringiensis, observaram a inexisténcia de similaridade
significante entre elas, indicando que a Btx compde uma classe distinta de toxina
(BAUMANN et al., 1987; 1988).

Algumas cepas de B. sphaericus (cristalogénicas ou acristalogénicas) podem,
também, produzir outras trés toxinas, denominadas de toxinas de membrana — Mix,
denominadas de Mtx, Mtx2 e Mtx3, com pesos moleculares de 100 kDa; 31,8 kDa e 35,8
kDa, respectivamente. Estas proteinas sdo sintetizadas durante a fase vegetativa de
Crescimento da célula e nio formam corpos para-esporais. Suas localizagdes dentro da

Célula ainda nio sio conhecidas (YOUSTEN, 1996, LIU et al., 1996 ¢ THANABALU &

PORTER, 1996).
O B. thuringiensis é Gram-positivo, anaerébio facultativo, formador de enddsporos

predominantemente cilindricos e sub-terminais; possuia propriedade de produzir inclusdes



glicoprotéicas, corpo para-esporal, durante os estagios Il a V do processo de esporulagio.
Estas glicoproteinas, também chamadas de 8- endotoxinas ou protoxinas, sdo as
responsaveis pela toxicidade seletiva para larvas de insetos de diversas Ordens como:
Diptera, Lepidoptera e Coleoptera (DE BARJAC & FRACHON, 1990; PRIEST, 1992 e
KNOWLES, 1994). Ja foram isolados até hoje 68 sorovares de B. thuringiensis,
classificados de acordo com as caracteristicas antigénicas do flagelo (LECADET et al.,
1999), nao havendo, porém, relagdo entre a sorologia pelo antigeno flagelar ( DE BARJAC
& BONNEFOI, 1962 ¢ BONNEFOI & DE BARJAC,1963), e a atividade patogénica. Por
exemplo, para os sorovares oswaldocruzi (H-38) e brasiliensis (H-39) de B.
thuringiensis cristalogénicos, ainda ndo se conhece os insetos sensiveis (RABINOVITCH
et al., 1995)

Em 1989, HOFTE & WHITELEY, propuseram uma classificagio para estas
Proteinas, baseada no grau de homologia da seqiiéncia nucleotidica e no espectro de
toxicidade. Naquela época eram conhecidos 42 genes de toxinas, chamados de genes cry
que foram agrupados em 14 tipos distintos, e as proteinas que eles codificavam, chamadas
toxinas Cry, foram alocadas em 4 classes: Cry I (atividade para Lepidoptera), Cry II
(atividade para Lepidoptera e Coleoptera), Cry III (atividade para Coleoptera) e Cry IV
(atividade para Diptera).

Existe ainda um outro grupo de proteinas, denominadas de Cyt, que possuem
atividade citolitica e sio codificadas pelo gene cytr. FEITELSON et al., (1992),

identificaram duas novas classes de proteinas Cry: V e VI, que possuiam atividade contra

nematodeos.



Com a identificagdo de novas proteinas, membros do Comité para Nomenclatura
dos genes cry, revisaram a nomenclatura anteriormente proposta por HOFTE &
WHITELEY (1989), propondo uma nova nomenclatura baseada exclusivamente na
identidade dos aminoacidos que as compdem. Assim, existem hoje, aproximadamente, 59
genes agrupados em 19 grupos (CRICKMORE et al., 1998).

Dentre os sorovares de B. thuringiensis, o de nimero H-14 é muito utilizado no
controle de larvas de dipteros de interesse médico-sanitario. Este corresponde ao B.
thuringiensis sorovar israelensis, isolado em 1976 de larvas moribundas coletadas num
lago no Deserto de Negev em Israel (GOLDBERG & MARGALIT, 1977, DE BARJAC,
1978 e MARGALIT, 1990). O B. thuringiensis sorovar israelensis produz um corpo para-
esporal com 5 tipos de proteinas: Cry 4A, Cry 4B, Cry 10A e Cry 11A, além da proteina
citolitica Cyt 1A (CRICKMORE et al, 1998). O B. thuringiensis sorovar israelensis
Possui toxicidade para larvas de mosquitos e simulideos (DE BARJAC , 1978; LACEY et
al., 1982; BECKER, 1990, , ARAUJO-COUTINHO, 1995 ¢ RABINOVITCH et al.,
1999),

Os simulideos pertencem a Familia Simuliidae, possuem ampla distribuigdo
geografica e a maioria das espécies ¢ hematofaga (CROSSKEY, 1981). Sua principal
importincia sanitaria é ser vetor de um filarideo, Onchocerea volvulus, agente etiologico
da oncocercose, que ¢ de relevante expressdo epidemioldgica, principalmente, na Africa
Central e QOeste, na América Central, na parte amazdnica da América do Sul e no México
(REY, 1991).

No Brasil, este inseto é vetor da Onchocerca volvulus na regido Norte, extremo

Norte do Estado de Roraima (MORAES & CHAVES, 1974), sendo que, na década de 80



foi descrito um caso autoctone no municipio de Minagu, ao Norte do Estado de Goias

(GERAIS & RIBEIRO, 1986). Nas outras regides brasileiras, a importincia destes insetos
esta relacionada ao incémodo causado a populagio pelas suas picadas. Sio de importincia
econdmica nas regides agropecuarias no Sul do Pais e nas estincias turisticas ao longo da
encosta da Serra do Mar (ARAUJO-COUTINHO, 1998).

Os simulideos sdo insetos holometabolos, suas fases aquaticas vivem em ambientes
l6ticos de alta drenagem. Segundo KURTAK (1978) o aumento da corrente da agua faz
com que ocorra um decréscimo na captagdo de alimento pelas larvas. As larvas sdo
filtradoras ndo seletivas (CUMMINS, 1973), ingerindo particulas inferiores a 100 pm em
suspensdo na 4gua (WALLACE & MERRIT, 1980 apud ARAUJO-COUTINHO, 1998).

Por suas caracteristicas alimentares, bem como a especificidade dos sitios de
criagio, fazem com que as larvas sejam o elo mais fragil, sob o ponto de vista de controle,
da cadeia de desenvdlvimento, isto por que, a atuagdo do inseticida, tanto quimico quanto
biolégico, se da por um processo de ingestdo. As pupas, pelo fato de ndo se alimentarem,
ndo sio susceptiveis a esses agentes supressores. As formas aladas, por apresentarem
grande capacidade de dispersdo passiva e ativa, baixa domiciliagio e endofagia, ndo
Permitem estratégias eficazes de controle com os inseticidas existentes (ARAUJO-
COUTINHO, 1998). Por tudo isso, as atividades de controle desses insetos tém como
principal estratégia o controle da populagéo larvaria.

Até a sintese do Diclorodifeniltricloroetano — DDT na década de 40, as atividades
de controle de simulideos eram pouco eficazes e de elevado custo. A partir de entdo, varias

classes de inseticidas se sucederam, até a utilizacdo na década de 70 de um



organofosforado de toxicidade IIl — Temephos — que possui grande eficiéncia sobre as

larvas de simulideos e de menor impacto no ambiente que os inseticidas anteriores
(MUIRHEAD-THOMPSON, 1977 e BACK& HAMPER, 1979). Dez anos ap0s, no inicio
da década de 80, surgiram os primeiros casos de resisténcia em algumas areas de controle
com o Temephos (GUILLET et al., 1990), bem como a outros inseticidas organofosforados
(KURTAK et al., 1982), levando a um decréscimo da efetividade das atividades de
controle.

Com o isolamento do B. thuringiensis sorovar israelensis em 1976 (GOLDBERG
& MARGALIT, 1977 e DE BARJAC, 1978), tiveram inicio os testes para se avaliar a
existéncia de toxicidade deste novo sorovar para as larvas de simulideos. Os primeiros
experimentos, tanto em laboratério (UNDEEN & BERL, 1979), quanto em campo
(GUILLET & DE BARJAC, 1979 e LACEY & UNDEEN, 1986), apresentaram resultados
satisfatorios. Em 1981, a Organizagio Mundial da Satde iniciou o uso de larvicidas a base
de B. thuringiensis sorovar israelensis nas areas do Onchocerciasis Control Program
(OCP), no Oeste da Africa, nas areas onde constatou-se o aparecimento de resisténcia aos
inseticidas organofosforados (GUILLET et al., 1990).

No Brasil, a despeito da ocorréncia de transmissdo de oncocercose, as atividades de
controle sdo realizadas somente nas Regides Sul e Sudeste, onde estes insetos sdo de
importincia econémica como citado anteriormente.

O programa pioneiro no controle de simulideos € realizado na regido do litoral
Norte do Estado de S3o Paulo, abrangendo uma area de 893 Km?. As atividades de controle
foram iniciadas em 1957 com o emprego de inseticidas quimicos (ARAUJO-COUTINHO,

1995). A partir dos anos 80, com o aparecimento de resisténcia do Simulium pertinax ao



Temephos (RUAS NETO, 1984b), principal espécie na regido litordnea dos Estados de Sdo

Paulo e Rio de Janeiro (ARAUJO-COUTINHO et al., 1988 ¢ MAIA-HERZOG et al.,
1988), foram iniciados os estudos visando encontrar métodos altemativos de controle.

Baseados nos trabalhos que demonstraram a eficiéncia do B. thuringiensis sorovar
israelensis no controle de simulideos, foram realizados estudos por RUAS NETO, (1984a)
no Rio Grande do Sul e por ARAUJO-COUTINHO & LACEY, (1990) em Séo Paulo, que
também demonstraram a boa eficacia de preparagdes a base de B. thuringiensis sorovar
israelensis para larvas de S. pertinax, viabilizando assim, o uso desse agente no controle
desta espécie.

A partir de 1990, pelo aumento da resisténcia do S. pertinax ao Temephos, 0
programa de controle realizado em Sio Paulo, passou a utilizar exclusivamente
formulagdes a4 base de B. thuringiensis sorovar israelensis (ARAUJO-COUTINHO,
1992, 1995).

Apesar do uso de B. thuringiensis sorovar israelensis no controle de larvas de
simulideos ser realizado desde o inicio da década de 80, poucos estudos foram feitos no
intuito de se identificar a regifio do intestino das larvas de simulideos que era afetada pelas
8-endotoxinas de B. thuringiensis, bem como, avaliar como ocorria o dano
histopatologico no interior do aparelho digestivo. Em 1979, LACEY & FEDERICI
estudaram a patogenia e a histopatologia do intestino médio de S. vittatum para as -
endotoxinas de B. thuringiensis, demonstrando que as regides mais afetadas eram o cecos
gastricos e o estdmago posterior. Ja REY et al., (1998), estudaram, comparativamente, a

histopatologia de alguns dipteros e crusticeos depois do tratamento com B. thuringiensis



sorovar israelensis e demonstraram que a concentragio de inseticida usada em aplicagdes

operacionais de campo era deletéria para todas as espécies de dipteros em questio, mas ndo
para os crustaceos. Observaram também, que a vulnerabilidade das células epiteliais do
intestino ao inseticida microbiano depende do tipo da célula e que o fato dos crustaceos ndo
apresentarem susceptibilidade estaria relacionado a ndo possuirem as células mais
sensiveis em seu epitélio. Seu estudo indicou ainda, que o impacto do B. thuringiensis
sorovar israelensis em diferentes regides do intestino meédio continua controverso e a
vulnerabilidade das células epiteliais s endotoxinas permanece pouco entendida.

Estudos sobre os efeitos ultraestruturais de toxinas de B. thuringiensis ¢ B.
sphaericus em larvas de culicideos datam do final da década de 70. Podemos destacar o
estudo de DAVIDSON (1979), onde observou a patogenia causada pela cepa SSII-1 de
B. sphaericus no interior de larvas de Culex quinquefasciatus. Esta cepa hoje
considerada de baixa toxicidade, possui a toxina denominada Mtx com peso molecular de
100 kDa. Em 1983, LAHKIM-TSOR et al., estudaram os efeitos histopatolégicos das
8 —endotoxinas de B. thuringiensis sorovar israelensis no intestino médio e cecos
gastricos de larvas de Aedes aegypti CHARLES (1987), estudou sob o aspecto
ultraestrutural os eventos que aconteciam no intestino médio de larvas de C. pipiens
subespécie pipiens, Anopheles stephensi e Aedes aegypti, ap6s a alimentagdo com 0
complexo esporo-toxina de B. sphaericus cepa 2297.

Mais recentemente, HILL & PINNOCK (1998) estudaram os efeitos das 8-

endotoxinas de B. thuringiensis sorovar kurstaki no canal alimentar de Bovicola ovis,



demonstrando haver modificagdes citopatologicas nas células epiteliais do intestino médio
4 horas ap6s a alimentagio.

Além de estudos sobre os efeitos histopatolégicos das toxinas de B. thuringiensis e
B. sphaericus, tem sido realizados estudos com o intuito de se observar os danos que
outras substAncias naturais possam causar nas larvas de insetos vetores com o objetivo de
poder utiliza-las no controle integrado dessas espécies. REY et al., (1999) estudaram os
efeitos histopatologicos do acido tinico (tanino) para larvas de alguns dipteros das Familias
Culicidae, Chaoboridae, Chironomidae e Simuliidae, demonstrando que o sitio de atividade
toxica dessa substincia também ¢é o epitélio do intestino médio das larvas.

Tendo em vista o nimero reduzido de trabalhos sobre os efeitos histopatologicos
das 3- endotoxinas de B. thuringiensis em larvas de simulideos, principalmente quanto ao
fato da susceptibilidade das diferentes regides do intestino médio as endotoxinas continuar
controverso e também, o pouco conhecimento sobre a vulnerabilidade das células epiteliais
e a necessidade deste conhecimento para o aprimoramento do uso deste tipo de inseticida
microbiano no controle biolégico deste inseto, este trabalho teve como objetivos: (1)
localizar o sitio do dano histopatolégico das 8-endotoxinas de Bacillus thuringiensis
sorovar israelensis no trato digestivo de larvas de Simulium pertinax, como também, (2)

avaliar a progressdo deste efeito histopatolégico no interior do intestino médio dessas

larvas.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

Em 1902, Ishiwata isolou um Bacillus patogénico para larvas de Bombyx mori
(bicho da seda), que foi denominado de sotto disease Bacillus, porém esta descoberta sé foi
publicada em 1915 (STEINHAUS, 1961e HEIMPEL & ANGUS, 1963). Ja BERLINER em
1911, isolou a partir de larvas de Anagasta kuhniella a mesma bactéria, na regido de
Thuringia, Alemanha. Este autor publicou seu trabalho em 1915, antes da comunicagéo de
ISHIWATA, e, em conseqiiéncia, a espécie ficou conhecida como Bacillus thuringiensis
Berliner, sendo que a cepa isolada por Ishiwata passou a ser uma subespécie ou sorovar, 0
B. thuringiensis var. sotto (BERLINER, 1915 e HEIMPEL &ANGUS, 1963).

A atividade entomopatogénica desta espécie € devida a um corpo protéico intra-
citoplasmatico, produzido durante os estigios Ill a V do processo de esporulagdo, sendo
este uma caracteristica importante na definigio da espécie (STAHLY et al, 1991 e
KNOWLES, 1994). Em 1953, HANNAY foi a primeiro a detectar a presenca de cristais
em forma de “diamante” em preparagdes de células de B. thuringiensis sendo, entio,

denominados de COTpOS para-esporais, devido a sua localizagdo dentro da célula. HANNAY

(1953) também relacionou a presenga destes cristais com a toxicidade para insetos. Ja
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HEIMPEL (1967) denominou esses corpos para-esporais de & — endotoxinas, que sdo
glicoproteinas que possuem toxicidade seletiva para larvas de insetos de diversas Ordens,
como: Lepidoptera, Coleoptera, Diptera (DE BARJAC & FRACHON, 1990, PRIEST,
1992 ¢ YOUSTEN, 1996). Atualmente existem 68 sorovares de B. thuringiensis,
classificadas de acordo com as caracteristicas antigénicas dos flagelos (LECADET et al.,
1999).

Alguns dos varios sorovares de B. thuringiensis podem produzir além das & —
endotoxinas, a p — exotoxina. Estes dois tipos de substincias, possuem estrutura quimica e
modo de agdo bastante distintos.

McCONNEL & RICHARDS (1959) fizeram o primeiro relato sobre a P —
exotoxina, quando injetaram uma substincia toxica e termoestavel em larvas de Galleria
mellonella. A seguir, BURGERJON & DE BARJAC (1960a, b) demonstraram a existéncia
de uma atividade per os de uma toxina solivel e termoestavel, que supostamente era o fIy
Jactor (thuringiensina), descrita por varios autores como sendo tdxica para larvas de Musca
domestica (HALL &ARAKAWA, 1959, DUNN, 1960 ¢ BURGERJON & GALICHET,
1965). Foi demonstrado que esta toxina extracelular possuia natureza nucleotidica (DE
BARJAC & DEDONDER, 1965 e BENZ, 1966) e era excretada no meio de cultura
(BURGERJON & DE BARJAC, 1964; CANTWELL et al., 1966 ¢ DE BARJAC et al.,
1966). Deve se notar que a produgio desta exotoxina ndo ¢ uma propriedade geral dos B.
thuringiensis, como é a § — endotoxina, que é considerada um critério taxonémico basico
para a espécie. A B — exotoxina possui um amplo espectro de agdo, sendo toxica para

insetos de varias Ordens: Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Orthoptera,
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Hemiptera e Isoptera, como também para nematédeos (PRASAD, et al., 1972) e acaros
(KRIEG, 1968 e HALL et al., 1971).

A estrutura desta exotoxina foi definida como sendo um analogo estrutural do ATP,
inibindo reagdes que envolvam o papel do ATP (FARKAS, et al, 1969 ¢ BOND et
al.,1969). Possui efeito inibitorio na sintese in vitro de RNA, especialmente na reagdo de
polimerizagdo catalisada pela RNA-polimerase DNA dependente. Estas enzimas de
mamiferos sdo muito sensiveis a inibigdo pela exotoxina (LECADET & DE BARJAC,
1981). Nos insetos, atua impedindo o desenvolvimento normal dos mesmos, podendo
apresentar efeitos teratologicos quando administrada em doses sub-letais (BURGERJON
& BIACHE, 1967 e BURGERJON et al., 1969).

Ja as & — endotoxinas, sdo glicoproteinas sintetizadas dentro do espordngio e neste
momento, ainda ndo sdo propriamente toxicas, sendo chamadas quando, dentro da célula,
de protoxina. Em um grande numero de sorovares de B. thuringiensis, este corpo
paraesporal possui a forma bipiramidal, sendo que esta forma pode variar desde um cristal
amorfo até um de formato cuboidal (FEDERICI et al., 1990). Estas protoxinas sdo
codificadas por genes denominados de genes cry, que aparentemente possuem uma origem
evolucionaria comum, pelo fato de apresentarem uma grande homologia de DNA (GILL et
al., 1992),

HOFTE & WHITELEY (1989) propuseram um critério de classificagdo para as
proteinas, baseado no grau de homologia da seqiiéncia nucleotidica e no respectivo espectro
de toxicidade. Naquele momento, eram conhecidos 42 genes de toxinas, genes cry, que

foram entfio agrupados em 14 tipos distintos, e as proteinas por eles codificadas, foram
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alocadas em 4 classes: Cry L, Cry I, Cry Il e Cry IV, cada uma apresentando toxicidade
para distintas Classes de insetos (Lepidoptera, Coleoptera e Diptera). Em algumas
sorovares de B. thuringiensis existe ainda um outro tipo de toxina, a citolitica— Cyt, que é
codificada pelo gene cyt. Em 1992, foram identificadas duas novas classes de proteinas,
Cry V e Cry VI, que possuiam atividade contra nematodeos (FEITELSON et al., 1992).
Com a identificagio de novas proteinas, o sistema de nomenclatura foi revisto, sendo
proposto um novo, baseado exclusivamente na identidade dos aminoacidos que compdem
as proteinas. Sendo assim, existem hoje aproximadamente, 59 genes que foram agrupados
em 19 grupos (CRICKMORE et al., 1998).

As toxinas Cry de B. thuringiensis possuem uma estrutura tridimensional e quando
ativadas dividem-se em trés regides: uma regiio N-terminal, que é o chamado dominio
téxico e & formado por varios sitios hidrofobicos; uma regido C-terminal que € uma regido
conservada e parece possuir uma fungdo estrutural, estando envolvida na formagdo e
estabilidade das inclusdes cristalinas; e por altimo, uma regido variavel entre essas duas,
onde se localizada a maioria das diferencas entre os aminoacidos que formam as diversas
proteinas (ARONSON et al., 1986 e GILL et al., 1992). A estrutura que corresponde a
fragiio ativa destas proteinas, consiste de trés dominios distintos: dominio I, que & formado
por um feixe de seis o —hélices anfipaticas, que circundam uma hélice hidrofobica central
(at5), este dominio parece estar envolvido na formagdo do poro na membrana das células;
dominio II é constituido por trés folhas B— antiparalelas ao redor de um cerne hidrofébico,
que termina em forma de algas no apice da molécula, este dominio parece estar ligado a

seletividade da toxina; dominio III, consiste de um B - sanduiche, onde se encontra a regido




C-terminal da maioria das toxinas Cry, por isso estaria envolvido na estabilidade estrutural
e talvez, atue na toxicidade (GILL et al., 1992; KNOWLES, 1994 e YOUSTEN, 1996).

HEIMPEL & ANGUS (1959), fizeram o primeiro relato sobre o modo de agdo das
toxinas, eles observaram que as membranas intestinais foram rompidas permitindo assim,
o fluxo i6nico para a hemolinfa.

Quando as larvas dos insetos ingerem as protoxinas, estas sdo solubilizadas no
intestino médio pela agdo do pH alcalino, isto ocorre, aparentemente, pela destruigdo das
ligagSes idnicas entre as subunidades da proteina. Este processo € uma etapa importante,
visto que diferencgas no grau de solubilizagdo, podem explicar as diferengas no grau de
toxicidade entre as proteinas Cry. Uma redugdo na solubilidade, é um mecanismo suposto
de resisténcia do inseto a esse tipo de proteina (ARONSON et al., 1991e DU et al., 1994).
Em seguida, estas protoxinas sofrem clivagens pela agdo de proteases intestinais, dando
origera a peptideos de menor tamanho, chamados entdo de toxinas. As toxinas ativadas
perdem grande parte de sua por¢do C-terminal e alguns poucos aminoacidos da regido N-
terminal (HOFTE & WHITELEY, 1989; KNOWLES, 1994 ¢ SCHNEPF et al., 1998).

Apbs a ativagdo, esses peptideos toxicos ligam-se a receptores especificos nas
microvilosidades apicais das células colunares (BBMF ou BBMV) do epitélio intestinal
(VAN RIE et al., 1989, 1990 e GILL et al., 1992), esta ligagdo é um processo de duas
estAgios: uma etapa reversivel e outra irreversivel. Esta tiltima etapa parece envolver uma
firme ligagiio entre a toxina e o receptor, insergdo da toxina dentro da membrana apical, ou

ambos. Tem sido assumido que a ligagdo irreversivel est4, exclusivamente associada com a

inser¢3o na membrana (VAN RIE et al., 1989 e RAJAMOHAN et al., 1995,1996).
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Segundo HONEE & VISSER, (1993) os receptores nas células epiteliais s3o a chave
que determina a especificidade da proteina e que o aumento de toxicidade poder ser o
resultado de uma grande afinidade entre eles, ou entdo, do elevado niimero de receptores
presentes na membrana.

Alguns estudos tém sido feitos com o intuito de se identificar os tipos de receptores
das toxinas de B. thuringiensis. J4 foram identificados em Heliothis virescens, proteinas
receptoras de massa molecular variando de 45 kDa a 170 kDa. Uma proteina de 210 kDa,
foi identificada em Manduca sexta, sendo que esta parece ter similaridade com proteinas
da super-familia Caderina (“cadherin”) (FRANKLIN et al., 1997 ¢ KEETON & BULLA,,
1997). Outro tipo de receptor que também foi identificado em larvas de M. sexta foi uma
aminopeptidase de 120 kDa (KNIGHT et al, 1994, 1995; MASSON et al., 1995 e
RAJAMOHAN et al., 1996).

. Apés a etapa de ligagdo irreversivel, com a inser¢do da proteina na membrana
plasmatica das células do epitélio intestinal, ocorre a formagéo subseqiiente dos poros ou
canais cations-seletivos. Com a formagdo deste, ocorre um desequilibrio osmético nas
células, o que acarreta rompimento das membranas citoplasmaticas, levando a lise celulare
morte do inseto por inanigdo, pela paralisia do estémago posterior ou entdo, por septicemia,
pela germinagio dos esporos em contato com a hemolinfa (GILL et al, 1992 €
KNOWLES, 1994).

Na tentativa de se explicar a participagdo dos receptores na formagdo desses canais
transmembrana, foram propostos trés modelos. O primeiro considera que este canal seria o
préprio receptor, que é ativado pela ligagdo coma toxina de maneira anidloga ao mecanismo

de formagio de canais existentes nos neurotransmissores. O segundo modelo sugere, que a
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toxina junto com o receptor formem o poro. E o terceiro e altimo modelo proposto sugere,
que o receptor atuaria somente como um catalisador da associagido da toxina na membrana
do inseto, nio desempenhando nenhuma fungio na formagdo do poro. Neste caso, 0
receptor teria a fungdo de uma alga, permitindo assim, a insergdo da toxina na membrana
(KNOWLES & DOW, 1993).

No caso da toxina Cyt , que atua por um mecanismo similar ao das Cry, a Unica
diferenga seria o receptor onde esta se ligaria, que neste caso, seriam fosfolipideos
existentes nas membranas plasmaticas das células dos insetos-alvo (GILL et al, 1992).
Alguns experimentos mostraram que esta toxina era neutralizada, quando incubada,
previamente, com lipideos extraidos das células de Aedes albopictus, levando-se a
considerar que fosfolipideos da membrana seriam o alvo primario dessas toxinas
(THOMAS & ELLAR, 1983). Outro grupo confirmou a existéncia de interagdo especifica
entra a toxina citolitica e certos fosfolipideos insaturados. Inicialmente esta toxina se liga
como um mondmero e vai se agregando até formar o poro que resultara na citolise (GILL et
al., 1992)

Além das toxinas Cry e Cyt, recentemente foi identificado um terceiro tipo de
proteinas sintetizadas por algumas linhagens de B. thuringiensis, chamadas de proteina
vegetativa inseticida — VIP (ESTRUCH et al., 1996). Este tipo de proteina € sintetizado
durante a fase vegetativa, foi detectada sua presencga em sobrenadantes de culturas com 15
horas de crescimento, nio formam cristais protéicos e sdo, aparentemente, excretadas para
fora das células. Sdo trés as chamadas proteinas VIP: VIP 1 A, VIP 2 A e VIP 3A. Destas, a
mais estudada é a VIP 3 A, que possui toxicidade para lepidopteros, em especial para

aqueles que possuem baixa susceptibilidade para as delta-endotoxinas (ESTRUCH et al.,
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1996). Quando insetos susceptiveis sdo alimentados com concentragdes letais, a VIP 3 A
causa paralisia do intestino e lise das células do epitélio intestinal, muito semelhante ao
que ocorre na intoxicagio causada pelas proteinas Cry (YU et al., 1997). Apesar disso, as
proteinas VIP 3 A niio possuem nenhuma homologia com as 8 - endotoxinas, ndo havendo
indicios de similaridade no seu mecanismo de agdo (ESTRUCH et al., 1996). As
propriedades biologicas e moleculares das proteinas VIP 3 A, tem mostrado que estas
podem ser novos agentes inseticidas que possam complementar e aumentar o uso das
conhecidas proteinas inseticidas derivadas de linhagens de Bacillus (ESTRUCH et al,
1996).

Até meados da década de 70, todos os sorovares de B. thuringiensis isolados
possuiam atividade contra insetos pragas da agricultura. Com o isolamento, a partir de
larvas infectadas no Deserto de Negev em Israel, de uma bactéria que possuia um cristal
amorfo, abriu-se um novo campo para o controle bioldgico de insetos vetores de doengas
: em Saade Publica. A bactéria isolada por GOLBERG & MARGALIT (1977), recebeu a
denominagio de B. thuringiensis sorovar israelensis, sorotipo H-14 (DE BARJAC,
1978). Esta bactéria possui em seu corpo para-esporal 5 tipos de proteinas: Cry 4 A, Cry 4
B, Cry 10 A, Cry 11 A e Cyt 1 A (CRICKMORE et al., 1998). Essas proteinas possuem
uma atividade sinérgica e sdo toxicas para larvas de dipteros vetores, como mosquitos €
simulideos (GOLBERG & MARGALIT, 1977; DE BARJAC, 1978; LACEY et al., 1982;
COLBO & O’BRIEN, 1984, ARAUJO-COUTINHO & LACEY, 1990; GILL et al., 1992

e RABINOVITCH et al., 1999).
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A partir da década de 70, o controle de insetos do género Simulium comegou a ser
feito com um organofosforado de grau III de toxicidade, menos agressivo que o0s
organoclorados que o precederam, porém que apresentava uma baixa especificidade,
podendo causar danos a insetos ndo-alvo (RUAS NETO, 1984).

O Temephos — 0,0,0’°,0°, - tetrametil 0,0’ — ditio-p-fenileno fosforiato, €
metabolizado no trato gastrointestinal das larvas. Durante a metabolizagdo ocorre uma
oxidagio produzindo analogos oxigenados (WHO, 1986). Em seguida, esses anilogos
sofrem hidrélise através de esterases, produzindo substincias inibidoras da produgdo da
enzima acetilcolinesterase. Esta enzima é importante, pois ela é a responsavel pela hidrolise
de um neurotransmissor, a acetilcolina, que entio, se acumula nas terminagdes nervosas,
causando a intoxicagdo da larva (CCI-UNICAMP, 1991 apud ARAUJO-COUTINHO,
1998).

" Por este mecanismo de agdo, esse grupo de inseticidas é potencialmente t6xico a
insetos de uma maneira geral, como também, para aves e mamiferos, estes apresentando
uma maior atividade hidrolitica por esterases (WHO, 1986).

No caso das atividades de controle de simulideos, o Temephos nio apresenta a¢do
residual significante, pelas caracteristicas fisicas do criadouro (alta drenagem), bem como
pela rapida degradagio do ingrediente ativo pela agdo dos raios ultravioleta (WHO, 1986).

No inicio dos anos 80, apareceram os primeiros relatos de resisténcia dos simulideos
ndo s6 ao Temephos (GUILLET et al., 1990), como também a outros organofosforados

(KURTAK et al., 1982).

Nesta época ja se sabia da existéncia de uma bactéria com toxicidade para larvas

deste inseto e assim, foram iniciados 0s primeiros experimentos em laboratério (UNDEEN
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& BERL, 1979) e em campo ( GUILLET, 1979 & DE BARJAC), que demonstraram a
eficicia deste agente.

Em 1981, foi aprovado pela Agéncia de Protegio Ambiental, dos EEUU — EPA o
uso de preparagdes que continham como ingrediente ativo o B. thuringiensis sorovar
israelensis. Com isso, o Programa de Controle da Oncocercose, na Africa, passou a utilizar
esses inseticidas no controle de S. damnosum, em uma area que abrange cerca de 11
Paises na regido neotropical do continente. Atualmente, utiliza-se nessa regiio o manejo
integrado, com aplicagdo do inseticida biolégico em &reas com o aparecimento de
Populagdes resistentes a0 quimico e nas areas sem resisténcia, continua a ser utilizado o
Temephos (BECKER & MARGALIT, 1993; SILVA-FILHA, 1994).

Como ja foi dito anteriormente, desde a década de 90 o controle de simulideos no
Brasil ¢ feito com inseticidas a base de B. thuringiensis sorovar israelensis, com
excelentes resultados (ARAUJO-COUTINHO, 1995).

A despeito de duas décadas de uso do B. thuringiensis sorovar israelensis como
principio ativo dos inseticidas biolégicos utilizados no controle de simulideos, somente
dois trabalhos foram feitos com o intuito de se verificar de que modo as 8 - endotoxinas
desta espécie bacteriana atuam no interior das larvas deste inseto.

LACEY & FEDERICI (1979), publicaram o primeiro trabalho sobre a
Patogenicidade e histopatologia de B. thuringiensis em larvas de S. vittatum. Foram
investigados varios intervalos de tempos de exposigdo e diferentes temperaturas. Os
autores utilizaram a linhagem de B. thuringiensis HD-255 (B. thuringiensis sorovar

kurstaki), com atividade para lepidopteros, numa concentragio de 10ppm. As
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temperaturas estudadas foram 10° C, 15° C, 19° C e 24° C e foi observado que a cada
aumento de 4-5° C na temperatura acima de 15° C, o inicio da mortalidade encurtava em 24
horas. Foi observado também, que exposigdes breves de 15 minutos a concentragdes de10
ppm de uma preparagdo total de esporos das linhagens, resultava numa mortalidade média
de 29% dos estadios larvares mais velhos. Foi verificado também, que a mortalidade
aumentava acentuadamente em exposigdes acima de 3 horas, chegando a um maximo de
80%. Os sinais flagrantes de “adoecimento” das larvas incluiam parada na alimentagio e
tetania com diminui¢do andmala do tamanho da larva. Foi observado que o tecido mais
afetado era o epitélio intestinal nas regides do cecos gastricos e na primeira metade do
estdmago posterior. A formagio de vacuolos citoplasmaticos seguidos por lise celular e, ou,
esfoliagio eram muito aparentes em larvas moribundas. A morte nio era resultado de uma
bacteremia. Os autores citados identificaram a regido anterior do intestino médio como a
mais afetada. O ceco saudivel era caracterizado por uma grande camada tnica, com
células poligonais achatadas com amplos microvilos nas vesiculas membranais. Essas
céliliﬁé-(;ﬁntém-nﬁcleos laxgés com nucléolos alongados e o citoplasma é uniformemente
regular, sem a presenga de grandes vacuolos, mas freqiientemente contendo grande numero
de granulos de glicogénio. Nas larvas doentes, a aparéncia do ceco depende do estagio de
intoxicagiio. Durante os estigios iniciais, as células aparecem levemente hipertrofiadas e
parcialmente separadas umas das outras. Em estagios mais avangados, o ceco aparece com
multi-camadas como um resultado da proliferagdo celular, pleomoérfico e sem as
microvilosidades. Adicionalmente, as células e nicleos variam de tamanho e o citoplasma,
freqilentemente, esti vacuolizado. Nas etapas finais, muitas células ja lisaram ou cairam

dentro do liimen cecal e se encontram altamente degeneradas. Porgdes da membrana basal
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aparecem sem células. Neste estudo foi demonstrado que o estdbmago anterior, com excegao
das areas continuas ao ceco, nio era afetado nas larvas doentes, prosseguindo distalmente
na observagio destas larvas, a préxima regido aonde se distinguia dano era o estdmago
posterior. Pela comparagdo de cortes longitudinais de larvas saudaveis e doentes, podia ser
observado que os danos comegavam na mudanga de tipos de células que ocorria na jungdo
entre o estdmago anterior e o posterior. Na juncgdo, as células uniformes achatadas da
porgio anterior davam lugar a células mais colunares, bulbosas, do estdmago posterior. A
progressio da doenga e o dano que ocorre nas células no estdmago posterior, sdo similares
aqueles que acontecem na parte anterior. A fase inicial se caracteriza por uma leve
hipertrofia nas células e pela separa¢do das mesmas. Espagos no epitélio saudavel nda sdo
incomuns devido a natural lise das células secretoras encontradas nessa regido. Entretanto,
0 dano observado nas larvas afetadas excede em muito aquele observado em exemplares
sadios. Conforme a “doenca” progride, aumenta a dissocia¢do celular, as células tornam-
se aumentadas e vacuolizadas e se desprendem para o limen onde continua o processo de
degradagdo. Nucleos regenerativos formam novas células que se tornam doentes e também
se desprendem. Em muitos casos, essas células, sdo desprendidas antes mesmo de se
tornarem funcionais. Neste estagio, a membrana peritrofica est freqientemente convoluta
e aluz intestinal desprovida de alimento. Nos estagios mais avangados, todo o epitélio ja
foi desprendido e o intestino, na porgdo posterior, consiste somente de uma flacida
membrana basal. Uma invasio bacteriana secundaria do intestino torna-se aparente em

muitas larvas e a morte ocorre logo em seguida (LACEY & FEDERICI, 1979).

O outro trabalho existente faz um estudo comparativo sobre a histopatologia de

alguns dipteros (Culicidae, Chironomidae e Simuliidae) e crustaceos (Cladocera) aquaticos,
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depois do tratamento com B. thuringiensis sorovar israelensis (REY et al., 1998). Neste
trabalho eles utilizam uma concentragio de 0,4 mg/l de B. thuringiensis sorovar
israelensis. Eles subdividiram o intestino em duas partes, cada uma com um tipo
caracteristico de célula: a porgdo anterior se estende desde o cecos gastricos até o 1°e2°
segmentos abdominais, composta por células grandes e com citoplasma cristalino,
chamadas de clear cells”; a porgdo posterior se estende abdominalmente do 3° ao 6°
segmento, composto por células pequenas, bem juntas lateralmente com um citoplasma
elétron — denso e com microvilosidades bem desenvolvidas, as dark cells”. Qs resultados
demonstraram que todas as larvas de dipteros tratadas apresentavam o mesmo padrdo de
alteragdes histopatologicas que apareciam primeiramente na por¢do anterior através da
hipertrofia degenerativa vacuolar das clear cells, estas células incham e dobram de
tamanho, na porgdo apical, as microvilosidades e organelas celulares tornam-se
significantemente desorganizadas. Oito horas ap6s o tratamento, 0 citoplasma apical clareia
e fica vesiculado, 12 horas apds, o inchamento do citoplasma apical chega ao maximo,
antes da célula se romper em dire¢do ao limen. Quando ocorre a lise epitelial da porg¢ao
anterior, o inseto morre. Durante esse periodo, a desorganizagdo da porgdo posterior € mais

lenta e mais atenuada que na porgio anterior, na regido apical.

N.A.: " Neste momento optou-se pela ndo tradugdo, mantendo-se o que est4 escrito no artigo original. O autor
esclarece que as clear cells, sdio as células globulares da porgdo anterior do intestino médio e as dark cells, sio

as chamadas células colunares ou caliciformes da porgéo posterior.
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Um pequeno inchamento apical das dark cells ocorreu depois de 2 horas de
tratamento, mas o epitélio ndo apresentou hipertrofia. O citoplasma das células
gradualmente tornou-se denso e fibrogranular, porém o niicleo da célula ndo sofreu
alteracio. Doze horas pos-tratamento, as microvilosidades pareciam estar intactas (REY et
al., 1998).

Outro trabalho sobre os efeitos histopatologicos de B. thuringiensis sorovar
israelensis foi o realizado por LAHKIM-TSOR et al., (1983), porém neste estudo fo1
utilizado o Aedes aegypti. Os autores observaram que quando utilizavam 4 pg/ml do
patdgeno, a mortalidade das larvas comegava seis minutos ap0s a aplicagdo, chegando ao
méaximo 27 minutos depois. Quando eles aplicavam a CLso (10ng/ml) de uma preparagao
em p6 contendo cristais, esporos e debris celulares em copos plasticos contendo 20 larvas
(L,-Ls) em 100 ml de agua destilada, a mortalidade das larvas comegava em 37 minutos €
chegava a seu maximo 120 minutos apds o tratamento. Com isso, observaram que as
alteragdes histopatologicas ocorriam na regiio dos cecos gastricos € no intestino médio.
Quando foram observadas larvas mortas pelo B. thuringiensis sorovar israelensis, notou-
se que a camada epitelial encontrava-se desorganizada, a maioria das células tinha
desaparecido e a membrana peritrofica estava destruida. Observando-se larvas tratadas,
porém vivas, os autores constataram que O epitélio ainda mantinha sua estrutura de
monocamada, mas com uma marcante hipertrofia celular e vacuolizagio do citoplasma e as
microvilosidades estavam mais finas e arrebentadas. Esse processo, assim como

demonstrado por LACEY & FEDERICI, (1979), ¢ gradual. As observagoes de LAHKIM-

TSOR et al., (1983) sobre as larvas ndo tratadas de Ae. aegypti revelaram similaridades




estruturais entre 0 cecos gastricos e a porgao posterior do intestino médio (um epitélio em

monocamada, coberto por microvilos bem desenvolvidos). Baseados nessas observagoes,
eles puderam concluir que o ceco toma parte no processo de absorg¢do alimentar, em
conseqiiéncia, parece Obvio para os autores 0 porqué desta regido ser afetada pelas
proteinas de B. thuringiensis sorovar israelensis, uma vez que, pela hipotese por eles
formulada, as partes mais afetadas do sistema digestivo sdo aquelas que apresentam
microvilosidades bem desenvolvidas, uma vez que estas sao as responsaveis pela absorgao
de fluidos e nutrientes diferentemente da regido anterior que segundo CIOFFI (1979) ndo
possui microvilos verdadeiros.

Em relagdo aos efeitos histopatologicos de Bacillus entomopatogénicos para larvas
de dipteros, os outros trabalham existentes sao sobre os efeitos de B. sphaericus para
larvas de Culex quinquefasciatus. Um dos primeiros foi o de DAVIDSON (1979) que
utilizou a linhagem B. sphaericus SSII-1, hoje considerada como de baixa toxicidade, para
observar os danos causados nas larvas deste inseto. A autora verificou que ao redorde 10—
12 horas pds — tratamento ja se podia observar sintomas externos flagrantes, as larvas
estavam lentas. O conteudo intestinal dentro da membrana peritrofica estava desprendido
dentro de dobras no formato de zig-zag, devido a deformagao do intestino médio. Esta
deformacao progrediu até que a parede intestinal encostou-se a parede externa do corpo da
larva, eliminando assim a maior parte do espago da hemocele. Nenhuma marcante mudanga
histolégica nas células do epitélio foi observada antes de 10 horas apos a alimentagdo. A

partir deste tempo, os lisossomos das células epiteliais tornam-se maiores € mais

numerosos. Com a deformagdo do intestino médio, as células tornam-se separadas uma das

outras na sua parte basal. Fo1 observado que neste periodo de exposigdo, as mitocondrias e
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os microvilos pareciam intactos. Com 12 horas pos — tratamento, os efeitos histologicos
variavam amplamente em severidade. Em algumas larvas, as células intestinais pareciam
estar no mesmo estigio, enquanto em outras, podiam ser vistos grandes lisossomas e a
perda das microvilosidades nas células da por¢do anterior. Ocasionalmente podia ocorrer
citolise e o desprendimento das células do intestino posterior. As membranas basais
permaneciam intactas. Nesse trabalho DAVIDSON (1979), observou que todas as larvas
estavam mortas ou moribundas em 24 horas. Nas moribundas, podiam ser observados
varios lisossomas grandes com membranas e granulos variados no seu interior, as
mitocéndrias encontravam-se inchadas, as células estavam bem separadas nas bases e a
maioria dos microvilos nio existiam mais.

Utilizando a cepa 2297 de B. sphaericus, umas das que sdo consideradas como
possuidora de alta toxicidade, CHARLES (1987) observou os efeitos ultraestruturais que
ocorram no epitélio intestinal de larvas de  Anopheles stephensi, Cx. pipiens e Ae.
aegypti. Como as trés espécies de mosquitos apresentam diferentes graus de
susceptibilidade ao B. sphaericus 2297, a cinética das alteragdes citopatolégicas tambem
foi diferente para cada uma das espécies. No caso de Anopheles stephensi, as alteragoes
celulares comegaram logo apds a ingestao do complexo esporo — toxina. Com 15 minutos ja
se podia observar grandes areas pouco elétron — densas, tanto nos cecos gastricos quanto no
estdmago posterior. Mitocondrias com configuragdes anormais eram visiveis neste tempo,

tanto na regidio apical, quanto na basal. Poucos horas depois (3-6 horas), o autor observou o

aumento nas areas de baixa densidade de elétrons, essencialmente nas partes basais do ceco

e do estdmago posterior. As células regenerativas, as quais no estio em contato direto com

o lamen, pareciam continuar inalteradas. Ao final do primeiro dia de intoxicagio, as




26

mitocondrias da porgdo anterior, estavam um pouco distendidas e o reticulo endoplasmatico
rugoso formava estruturas concéntricas nos cecos € no estomago. Quando as larvas
comegaram a morrer, quase todas as células do intestino médio exibiam mitocéndrias
deformadas, mas somente algumas células tinham sido lisadas. Nas larvas de Cx. pipiens,
foi também relatado pelo autor (CHARLES, 1987) que as alteragdes ocorriam logo apos a
ingestio do complexo, aos 35 minutos ja se observava a deformagao das mitocondrias.
Com 1- 3 horas, apareciam grandes vacuolos dentro dos citoplasmas das células do ceco, de
6-12 horas esses vactiolos podiam ser vistos nas células do estdbmago anterior e em 12 —24
horas, no estdbmago posterior. Em muitas células estomacais, algumas mitocondrias
estavam numa forma condensada enquanto outras estavam distendidas. O reticulo
endoplasmatico rugoso encontrava-se arrebentado e formado por pequenas vesiculas. Como
ocorreu com o An. stephensi, somente poucas células estavam lisadas quando os insetos
comegavam a morrer. As células do Ae. aegyptiapresentaram 0s primeiros sintomas com
1 hora pos—tratamento, as mitocondrias apresentavam uma densa matriz com dilatagdo das
cristas internas nas células do estdmago anterior. Em contraste com 1SS0 no ceco € na
porgiio posterior, as mitocondrias estavam inchadas e o reticulo endoplasmatico liso era
formado por varios vacuolos. Nenhuma outra grande alteragdo nas células foi observada
nas horas seguintes até a morte das larvas. CHARLES (1987) observou, também, que
embora as células da cardia continuassem a secretar a membrana peritrofica, ocofrriam

algumas alteragbes em sua estrutura, nas larvas de An. stephensi e Cx. pipiens. Essas

alteragdes consistiam, essencialmente, na hipersecregdo de diferentes camadas. Este

fendmeno nio foi observado pelo autor nas larvas de Ae. aegypti.
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Ainda em relagdo a histopatologia, valem ser destacados ainda, alguns trabalhos
sobre os efeitos das toxinas de B. thuringiensis para insetos de importincia agricola.

Assim, ENDO & NISHIT SUTSUJI-UWO (1980), fizeram um estudo sobre o
modo de acdo das & - endotoxinas de B. thuringiensis e suas alteragoes histopatologicas no
intestino médio de Bombyx mori. Os autores observaram que logo apés a ingestdo das
toxinas, as dobras profundas que existiam na membrana basal das células colunares
tornavam-se irregulares em seu formato e as mitocondrias proximas a regido basal ficavam
condensadas. As primeiras patologias eram quase imperceptiveis € estavam localizadas
entre o 1° e o 2° tergo do intestino médio. Com o passar do tempo, 0s efeitos se espalhavam
anterior e posteriormente até que dois tergos do intestino apresentavam alteragdes. O
citoplasma das células colunares torna-se elétron—transparente, a maioria das mitocdndrias
encontra-se na forma condensada e 0 reticulo endoplasmatico assume uma configuragdo do
tipo vacuolo. As dobras basais da membrana quase desaparecem. J4 nas células globulares,
o citoplasma tornava-se muito elétron — denso, as dobras basais da membrana celular
aumentavam fazendo um acentuado contraste com 0 citoplasma denso. As mitocondrias e
os reticulos ndo sofriam nenhuma deformagdo patologica.

MATHAVAN et al. (1989), fizeram um estudo sobre os efeitos histopatologicos €
histoquimicos de B. thuringiensis sorovar israelensis nas células intestinais de larvas de

B. mori. A alimentagdo das larvas com preparagdes da bactéria induziram alteragdes no

intestino médio. A toxina penetrava através da membrana peritrofica e afetava as células

epiteliais. As alteragdes histopatologicas observadas pelos autores com auxilio da

microscopia 6ptica incluiam a hipertrofia das células, vacuolizagdo do citoplasma e do
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nacleo, desintegragdo das microvilosidades, destruigio da membrana plasmatica,
desaparecimento das estrias basais, necrose do nucleo, desorganizagdo das organelas
citoplasmaticas e desintegragdo da célula.

Nessa mesma época, LANE et al. (1989) estudaram as alteragdes nas
microvilosidades e nas membranas do complexo de Golgi de células epiteliais do intestino
anterior de Manduca sexta induzidas pelas & - endotoxinas. As células do intestino sdo
primariamente as colunares ou caliciformes e as globulares, sendo que nas primeiras 0
efeito da toxina é mais pronunciado. Observando tecidos com apenas 1-35 minutos de
exposigdo ja se notava finas alteragdbes estruturais. As mais notaveis eram nas
microvilosidades e nas membranas do complexo de Golgi: aumento dos vacuolos
associados a estes. Sendo este efeito intensificado com o maior periodo de exposigio,
resultando num aumento dos vactolos e no numero de corpos lisossomais. As particulas
intra — membranais das microvilosidades das células colunares mostravam pequenas
alteragdes, bem como, danos nos contornos dos microvilos foram relatados também. Os
espacos laterais entre as células, algumas vezes se encontravam rompidos ou internalizados.
A hipétese explicativa destes autores é que, primeiramente a toxina modificava as

membranas das microvilosidades e subseqiientemente, sio afetados os sacos associados ao

Golgi, dando origem aos vacuolos e lisossomas (LANE et al., 1989).

Posteriormente, BRAVO et al., (1992) estudando a localizagdo imunocitoquimica

dos cristais protéicos em larvas intoxicadas de Manduca sexta (Lepidoptera), Plutella

xylostella (Lepidoptera) e Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera), relataram que as

mudangas histopatologicas causadas por estas proteinas incluiam o rompimento das
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microvilosidades, vacuolizagido do citoplasma, hipertrofia das células epiteliais, levando a

completa desintegragdo da célula. Neste estudo também foi observado, que as células

colunares sio as primeiras a serem afetadas.
BAUER & PANKRATZ (1992) estudaram o0s efeitos ultraestruturais do B.

thuringiensis sorovar san diego em larvas de um coledptero, Chrysomela scripta. As

observagdes foram feitas até 3 horas apos a ingestdo das toxinas. Os primeiros sinais de
rompimento celular s6 foram observados depois de 2 horas. As células epiteliais das larvas

tratadas encontravam-se mais alongadas e deformadas que as células das larvas ndo-

tratadas, com a regido apical das células inchando em diregdo ao limen intestinal. As

células apresentavam grandes espagos citoplasmaticos, expansdes no labirinto basal,

ruptura do reticulo endoplasmatico rugoso € um deslocamento apical do nucleo. Nenhum

efeito adverso foi observado nas microvilosidades, nas membranas e organelas. Com 3

horas houve um aumento nos danos celulares, com a ruptura das células em sua porgdo

apical e o vazamento do material citoplasmatico no lamen intestinal. Os autores citados

compararam os efeitos do B. thuringiensis sorovar san diego com 0s causados pelas

toxinas de B. thuringiensis sorovar kurstaki e observaram similaridade, porém, existiam

algumas diferengas: ndo ocorreram lesbes na membrana e nas microvilosidades e,

comparativamente, a resposta foi mais lenta.

Na area veteriniria, um Unico trabalho foi realizado sobre o0s efeitos

histopatologicos de B. thuringiensis no trato digestivo de Bovicola ovis. HILL &

PINNOCK, (1998) utilizando uma linhagem de B. thuringiensis sorovar kurstaki,

fizeram observagdes dos efeitos ultraestruturais nas células epiteliais do intestino médio dos

om uma preparagdo em p6 de esporos, o -

insetos, apos estes serem alimentados ¢
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endotoxinas e componentes celulares lisados. Utilizando microscopia eletronica de
transmissio verificaram que as microvilosidades das células epiteliais comegavam a
romper, 4 horas a 8 horas pos — alimentagdo. Em seguida, as células iniciavam um processo
de vacuolizagdo e rompiam, liberando as organelas celulares. Entre 8 horas e 12 horas pos
— alimentacio ocorria a paralisia e morte do inseto, coincidindo com a lise das células do

intestino e liberagdo do contetdo citoplasmético para dentro do lumen.

Outro trabalho muito interessante sobre danos histopatolégicos foi o realizado por
REY et al., (1999), que observou os efeitos do 4cido tinico ou tanino no epitélio intestinal
de algumas larvas de dipteros aquaticos. O tanino é um polifenol derivado das plantas,

solavel em agua, que possul a propriedade de se ligar com proteinas e outras moléculas

biolégicas Os autores realizaram bioensaios de atividade bioldgica e verificaram que
utilizando-se concentragdes de 0,25 mM a 4 mM de acido tanico, este possuia efeito
deletério sob larvas de Cx. pipiens, S. variegatum e Chironomus annularius, porém

ndo possuia para larvas de Aedes sp., Anopheles sp., Culiseta sp. € Chaoborus. Os

autores observaram que o principal 6érgao-alvo do tanino foi o epitélio do intestino medio.

Porém, a extensdo do dano variava de acordo com o taxon, a duragdo do tratamento € as

concentragdes ensaiadas. Os autores também constataram que a vulnerabilidade das células

epiteliais difere entre os tipos celulares, as clear cells da porgdo anterior apresentavam 0S

sintomas de intoxicagdo antes das chamadas dark cells da regido posterior. As larvas de

simulideos tratadas com acido tinico apresentavam as primeiras lesdes no intestino anterior

com 6 horas pos—tratamento, estas lesGes se caracterizavam pelo inchamento da porg¢do

apical das clear cells e a ruptura das jungoes laterais, levando a lise da célula e a liberagdo

as lises parciais do

de seu contetido na luz intestinal. Concomitantemente, comegam
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intestino posterior, onde as dark cells desprendem-se em pequenos grupos, produzindo
uma espécie de labirinto basal. Com 12 horas, a lise da porgdo anterior progride até a
degeneracio das células que restaram € no posterior a ruptura das jungdes laterais progride
em dire¢do ao apice, junto coma lise do citoplasma e do nucleo, seu desprendimento da
lamina basal e degeneragdo das microvilosidades. Apos 24horas, o intestino anterior
encontrava-se quase que completamente necrosado, a degeneragdo da regido posterior
progredia tanto extra quanto intracelularmente. Com 48 horas, ocorria a morte da larva pela
lise completa do intestino. Na regido do ceco, a degeneragdo das células assemelhava-se
com o observado no intestino posterior. Do mesmo modo, ocorria necrose celular dentro

dos tGbulos de Malpighi, que envolviam vacuolizagio intracelular e deformagio do

citoplasma antes da ruptura celular (REY et al., 1999).




3 - MATERIAIS & METODOS

3.1. - Linhagem bacteriana utilizada:

Para este estudo foi utilizado o Bacillus thuringiensis sorovar israelensis,

linhagem IPS-82 (LFB-FIOCRUZ 584), cepa padrdo do Instituto Pasteur de Paris para o
sorotipo flagelar H-14. E, também, a cepa utilizada como principio ativo de inseticidas

comerciais a base de B. thuringiensis sorovar israelensis. A linhagem foi preservada

sob a forma de liofilizado e mantida em geladeira.

3.2. - Preparagdo da biomassa contendo o complexo esporo-toxina:

3.2.1 - Meio de Cultura

Para a produgdo da biomassa bacteriana foram utilizados um meio basico €

procedimentos desenvolvidos no Laboratorio de Fisiologia Bacteriana — IOC/FIOCRUZ,

composto por (g/l) Extrato de 1évedo (L) NaCl (2), MgSOq4 TH2 O (0,3), Mn SO H2 O

(0,02), ZnSO, 7H, O (0,02), FeS04.7H20 (0.02), CaCl>(0,1) e agua destilada (q.5.p.)



O pH do meio foi ajustado com solugdo de NaOH 1IN a 7,0 e, a seguir, o meio de

cultura foi esterilizado em autoclave por 20 minutos a 120°C. Separadamente foram
preparadas: uma solugdo de glicose (3 g/l), esterilizada por 20 minutos e uma suspensdo
de farinha de soja micronizada, (20 g/l), sendo o pH desta ultima ajustado para 9,5 — 10
por meio de NaOH 1N, a preparagdo foi autoclavada por 20 minutos a 120°C. Apos a

esterilizagdo, tanto a solugdo de glicose quanto a suspensdo de farinha de soja foram

adicionadas assepticamente ao meio de cultura.

3.2.2. - Produgdo da biomassa bacteriana

A primeira etapa do crescimento consistia na realizagdo de um pré-inéculo, onde
a linhagem foi inoculada com o objetivo de adapta-la ao meio, fazendo com que a fase
lag de crescimento bacteriano tivesse seu tempo de duragio reduzido e com isso,
ganhando-se tempo para o crescimento. Apés a inoculag¢do de uma aliquota da cultura
bacteriana jovem em um Erlenmeyer de 250 ml contendo 100ml do meio citado, o frasco
foi incubado em agitador New Brunswick R76, a 120 o.p.m., 4 uma temperatura de
30°C + 1°C, por um periodo de aproximadamente 6 horas.

Para a produgio da biomassa bacteriana foi utilizado um fermentador New
Brunswick, modelo FS 314, com reator 14 litros de capacidade, contendo 6 litros do
meio de cultura descrito que foram adicionados com 30 ml do pré-inéculo.

O mosto foi fermentado a 33°C, com uma agitagdo de 500 rp.m. e com a
aeracio de 0,5 v.v.m. (ou 3 litros/minuto), por um periodo de 24 horas. Periodicamente,

retiravam-se amostras para a determinagdo do pH e observagio das condigdes de
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crescimento do B. thuringiensis sorovar israelensis, assim como, o nivel de

esporulagdio da cultura, a0 microscopio optico.

Quando a fermentagdo atingia mais de 95% de esporos e cristais livres no meio,
0 mosto era submetido a centrifuga¢do em centrifuga Alfa-laval de vazio continua a

12000 rpm por aproximadamente 1 hora. A biomassa bacteriana era colhida e formulada

para melhor conservacdo da mesma, € teve seu pH ajustado em torno de 4,5 — 5,0 com

acido propidnico para melhor preservar as protoxinas.

3.2 3 - Determinacio do Peso-Seco

Pesava-se 0,5 g de biomassa em cadinhos de porcelana, previamente tarados atéa

quarta casa decimal, usando-se uma balanga analitica. Foram utilizadas trés tomadas de

amostras. ApOs as pesagens, 0S cadinhos permaneciam em estufa a vacuo, a uma

temperatura de 70°C, sob pressao de 620mmHg, por um periodo de 24horas. Ao final

deste tempo, eram transferidos para dessecador, submetendo-os ao vacuo por 1 hora,

para atingirem a temperatura ambiente. Entio, foi pesado até a quarta casa decimal, em

balanga analitica, para a obtengio do peso médio da biomassa seca e assim, calcular-se 0

valor médio da umidade por diferenca.

3.2 4 - Contagem do Numero de Células Viaveis

Apbs a determinagdo do peso Seco da biomassa, uma aliquota correspondente a

25 mg da biomassa seca foi transferida para um baldo volumeétrico de 50 ml. Com

auxilio de agua destilada, suspendia-se € completava-se o volume até o trago € a

-mie, que encerrava

suspensio era homogeneizada por cinco minutos. Esta suspensao
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0,5mg/ml, era utilizada para a quantificagdo do numero de esporos viaveis na
preparagio. Cinco mililitros desta solugdo foram submetidos a aquecimento (85°C

durante 12 minutos) em banho-maria. Apés o resfriamento para atingir a temperatura

ambiente, procedia-se as diluigdes decimais seriadas (1 ml de suspensdo em 9ml de

NaCl a 0,85% estéril) em tubos de rosca esterilizados, até 1:10>. Das trés ultimas
diluigdes (1 10%, 1:10%, 1:10°), retirava-se 0,1ml para ser semeado por espalhamento na

superficie de Agar Simples contido em placas de Petri. Foram utilizadas trés placas para

cada diluigdo e, a seguir, as placas foram incubadas em estufa do tipo B.O.D. i

(Biochemical Oxygen Demand) & 33°C por 24 horas. Contava-se, em seguida, o numero

de coldnias, determinando-se assim a média, computando-se para esse fim todas as !

placas de uma dilui¢io com um numero de coldnias entre 30 e 300, e entdo, calculava-se

0 nimero de esporos por mg de biomassa bacteriana.

3.3 - Preparagdo da suspensao bacteriana para os bioensaios de avaliagdo

do dano histopatologico

Apés a produgio da biomassa € 0 calculo da umidade, foi feita a preparagdo da

suspensdo bacteriana que seria aplicada no inseto-alvo. Foram pesados 32 mg de biomassa

(Peso seco) do bioinseticida (biomassa formulada), sendo passados para baldo volumétrico

stilada isenta de cloro. Esta

de 5 ml e entdo, o volume foi completado com agua de

suspensio encerrava 0,064 mg/ml.




3 4 - Bioensaios com larvas de Simulium pertinax para avaliagdo do dano
histopatologico:

Para a realizacdo dos testes de avaliagdo do dano causado pelas 8- endotoxinas de

B. thuringiensis sorovar israelensis em larvas de Simulium pertinax, foram coletadas

larvas com histoblasto respiratério completo, aderidas a substratos naturais no Rio

Soberbo, municipio de Guapiminm, Rio de Janeiro (Figura 1). Essas foram, entdo,

separadas em seis becheres com capacidade para 600 ml, contendo cada um, 400 ml de

4dgua do criadouro mais 100 larvas. As formas imaturas de S. pertinax identificadas

através das manchas cefalicas, foram mantidas dentro dos becheres com um sistema de

borbulhamento de ar originado de bombas de aquério que permitia a oxigenagdo € a

ara a troca gasosa e captagdo do alimento pelas larvas.

circulagio da agua, necessarios p

Tentou-se, assim, reproduzir 0 ambiente no qual elas vivem naturalmente. Isso ferto,

procedeu-se a aplicagdo das seguintes doses de inseticida biologico a base de B.

thuringiensis sorovar israelensis: 2, 4 e 6 mg/l (Figura 2). Os tempos de exposigdo das

larvas ao inseticida bioloégico variaram de 1 hora a 4 horas, de modo a se poder

acompanhar a evolugdo dos danos causados.

Ao término de cada um desses tempos, as larvas que respondiam a estimulos fisicos (ao

toque usando-se pipetas descartaveis de poliestireno), foram retiradas dos becheres €

levadas para microscopio estereoscopio onde tiveram cortadas suas cabega e reglao

anal. Em seguida, o material foi submetido a uma série de procedimentos descritos a

seguir, visando a observagao aos microscopios optico e eletrénico de transmissdo, com

0 intuito de se identificar o local e 2 progressao dos danos causados pelas toxinas.




onde foram coletadas as larvas de Simulium

pertinax, Municipio de Guapimirim, Rio de Janeiro.

Figura 1 — Rio Soberbo, criadouro
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1 de agua do criadouro onde foram colocadas as
lhamento de ar originado de

Figura 2 — Becheres com 400m
m um sistema de borbu
genagdo circulagdo da agua.

La“’as de Simulium pertinax c0
ombas de aquério que permitia a oxi




39

33~ P A il
reparagdo das amostras para observagdo sob microscopias optica e eletrénica

3.5.1 - Fixagéo

As larvas foram fixadas em uma solugao de Glutaraldeido a 2,5% por uma noite

em temperatura de refrigerador. Apos a fixagao, os espécimes foram lavados 3 vezes em

tampio Cacodilato de Sédio 0,1M pH 7,2 durante 15 minutos. As larvas foram

encaminhadas ao Laboratorio de Ultraestrutura Viral do Departamento de Virologia

nesse tampdo, aonde foram preparadas para a observagdo sob microscopia Optica €

eletronica.

3.5.2 - Pos-fixagao

As larvas foram submetidas a uma pos-fixagdo em uma solugio de Tetroxido de

Osmio a 1% por 1 hora e 45 minutos € em seguida submetidas a lavagem utilizando-se

pH 7,2 com sacarose 2 7.5% durante 10 minutos.

tampao Cacodilato de Sodio a 0,2M

3 5.3 - Desidratagao

era feita através de uma série crescente de solugdes

‘A desidratagdo das larvas

_se as concentragdes € tempo de 30% e 50 %

feitas com Acetona Anidra variando

durante 10 minutos, 70% (mais Acetato de Uranila a 1%) por 30 minutos, 90% durante

s vezes durante cinco minutos.

cinco minutos, e 100% Anidra por dua




3.5. 4 - Inclusdo em Epon

A inclusio em resina Epon foi feita por impregnagao gradativa com misturas de

E . -
pon com Acetona Anidra como a Seguir: Acetona a 100% nas proporgdes 1:3 por 30

ol _ ; .
inutos, 3:1 por uma noite €, em seguida, Epon puro por 5 horas a temperatura

ambiente. A polimerizagdo dos blocos ocorreu em estufa a 60°C durante 72horas.

3.5.5 - Preparagdo para Observagio sob Microscopia Optica

O material incluido em Epon foi cortado com navalha de diamante em um

ultramicrotomo Reichert-Jung Ultracut E.

Foram obtidos cortes com 0,5um de espessura que eram recolhidos em ldminas

de vidro, corados com uma solucdo de Azul de Metileno - Azul I em tampdo Fosfato

0,2M pH 6,9 ( volumes iguais de Azul 11 a 1% em agua destilada e 1% de Azul de

Metileno numa solugio de Borax a 1%), em uma placa aquecida a 80°C, por 5 minutos.

A seguir, as laminas foram lavadas em agua destilada (RICHARDSON et al., 1960). Em

seguida, as laminas foram observadas em microscopio optico Zeiss modelo Axiophot,
com o objetivo de se€ identificar a regido que apresentasse alteragbes morfologicas

utilizando-se para tanto objetivas de 10, 20 e 40 vezes. As ldminas contendo os cortes

histolégicos foram fotografadas com filme KODAK ULTRA 400 A.

observagdo sob Microscopia Eletronica de Transmissdo

3.5.6 - Preparagao para
goes impregnadas em Epon, foram feitos cortes ultrafinos de

Das prepara
ramicrotomo Reichert-Jung Ultra

cut E com

-se o ult

aproximadamente 60nm, utilizando
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a navalha de diamante. Os cortes foram recolhidos sobre grades de cobre e contrastados
com solugio de Acetato de Uranila a 2% em Etanol 50% durante 15 minutos,
posteriormente em uma solugio composta de Nitrato de Chumbo (4,43%) e Citrato de
Sodio (5,86%) por 4 minutos (REYNOLDS, 1963). Os cortes foram observados em

microscopio eletrénico de transmissio Zeiss EM-900 com 3000, 7000 e 12000 vezes de

aumento.




4 - RESULTADOS

Primeiramente, os resultados serdo apresentados demonstrando as caracteristicas |
{

histolégicas do trato intestinal das larvas de Simulium pertinax do grupo controle € o

seu aspecto integro de até 4 horas de observagdo. Posteriormente, vai se discorrer sobre

as tratadas com Bacillus thuringiensis sorovar israelensis nas diversas concentragoes

e submetidas a diferentes tempos de exposigio, destacando-se as alteragdes

histopatolégicas no trato intestinal.

Nio foram notados danos na estrutura histolégica na porgao anterior do intestino

médio, onde se pode observar nas Figuras 3a e 3b uma camada unica de células

poligonais com amplos microvilos, niicleos de tamanho normal e citoplasma regular; o

mesmo ocorrendo com a porgao posterior onde foram observadas c€lulas pequenas de
aspecto caliciforme, bem unidas lateralmente, nucleos de tamanho normal e o €spago

entre a membrana peritrofica € 0 epitélio apresentando aspecto limpido (Fig. 4).

o de 2 mg/l de bioinseticida a bas

|

Para as larvas expostas & concentraga e de B. }
|

|

gua do

em becheres contendo 400ml dea

thuringjensis sorovar israelensis colocados
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Figu
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igura 4: Corte transversal do intestino médio posterior de larva de Simulium pertinax,.
integra onde sé pode observar células pequenas com
de tamanho

dmoicf;‘ml_)o controle com aparéncia _ ;

ovilos normais (bordos €m escova), bem juntas Jateralmente, nucleos

Normal e o aspecto limpido do espago entre a membrana peritrofica € © epitélio intestinal.
a 6ptica com um aumento de 100X.
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bservacio realizada sob microscop!

| -



criad i
ouro com 100 larvas durante 1 hora, observou-se debris celulares, causados

provavelmente pelo desprendimento de parte das células afetadas na porgdo anterior do

intesti 242 . )
testino médio, resultando no aparecimento de conteudo celular no espago entre 0

epitélio e a membrana peritréfica, como também, deformagio nuclear das células ambos

os efeitos com caracteristicas de dano causados por toxinas de Bacillus thuringiensis

sorovar israelensis ( Fig. 5).

Ainda com essa mesma concentragdo (2 mg/l), porém, apdés 2 horas de

exposigdo, observando-se a porgdo posterior do intestino médio, encontrou-se vaciolos,

causados pela hipertrofia celular, ténue deformagdo em células intactas, células ja

rompidas levando a presen¢a de grande quantidade de conteudo celular no espago entre a

membrana peritrofica e 0 epitélio, como também, dobras na membrana peritrofica, além

dos danos anteriormente descritos (Figs. 6ae 6b).

jo posterior, apresentavaim rupturas aparentes

Apos 3 horas, as células da por¢

nas microvilosidades, turgidez celular, além dos danos ja descritos para 0s tempos

o do dano causado no epitélio

anteriores (Figs. 7 a € 7b), pode-se observar a progressd

Intestina] pelo Bacillus thuringiensis sorovar israelensis.

oncentragdo do bioinseticida, 4 mg/l, apos 1

Quando foi aplicada uma maior C
hora de gbservagio, as células ainda nio estavam severamente afetadas, ja apresentando

sinais injcjais de dano por toxinas de Bacillus thuringiensis sorovar israelensis. Vale
destacafa que o espago entre as microvilosidades € 2 membrana peritrofica estava
OCupado por conteudo celular oriundo da ruptura das células adjacentes. As jungdes
evidenciava-se uma

espag:amento;

laterais  gag calulas ja  exibiam um pequeno

i
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Figura 6: Cortes transversais do intestino médio posterior de larva de Simulium pertinax
exposta durante 2 horas 2 2 mg/l de um preparado 3 base de Bacillus thuringiensis sorovar
i citoplasma, deformagao

iSraelensis apresentando hipertrofia celular, vacuo
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vacuolizagio do citoplasma e alguns nucleos encontravam-se alterados, em virtude,

muito provavelmente, da deformagao celular motivada pelo desequilibrio osmotico

(Figs.8, 9a e 9b).

Nessa mesma concentragio, € nesse mesmo periodo de exposi¢do, observando-se

outro lote de larvas, constatou-se danos muito mais severos, tais como, ruptura €

deformacdo celular muito acentuada, levando ao desprendimento das células em diregdo

a0 lumen embora tendo a membrana peritrofica como barreira, resultando na presenga de

residuos celulares no espago entre 2 membrana peritrofica e as microvilosidades, alguns

nucleos se encontravam hipertrofiados, outros porém, ja tinham sido completamente

destruidos (Figs. 10a e 10b).

Acompanhando a progressao do dano, sendo analisados os efeitos na porgdo
posterior apés 3 horas de exposigdo, ~observou-se claramente o agravamento das
alteracdes histologicas anteriormente descritas, como também, 0 IMICI0 da ruptura das

microvilosidades (Figs. 11a¢€ 11b).

a concentragdo de 6 mg/1 de bioinseticida a base de B.

Quando se empregou
thuringiensis sorovar israelensis, so foi possivel a observagdo das larvas com 1 hora
de €xposigao, visto que, apos €ss€ periodo todas as larvas ja tinham morrido com
Caracteristicas tipicas de morte por intoxicagdo por Bacillus thuringiensis sorovar
rvas devido a paralisia muscular,

israelensis, isto ¢, curvaturd atipica do corpo das la
escurecimento da cuticula na regido posterior do €oTPO em virtude da destruigdo do
epitélio intestinal, bem como a ndo reagado das larvas ao toque. Nessa concentragao,
Constatoy-se os mesmos sintomas anteriormente observados, porém de maneira severa,
celular do epitélio (Fig.12).

desorganizagao

onde fo; possivel observar @ completa
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Figura 9- Cortes transversais do intestino médio, P or, de larva de Simulinm
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Figura 11: Cortes {ransversais do intestino médio posterior de larva de Simulium pertinax
ertrofia celular, degeneragio nuclear (A); presen¢a de contetdo
pitélio, como também, ruptura das
parado inseticida

a
clealrl(:ig: ntando acentuada hiP
micror-no espago entre a M :
¢ B vl.losldades (bordos em escoV ) (B) apos 3h
Mig acillus thuringiensis SOTOV jsraelensis na ©
roscopia optica com qumento d€ 50X.

oras da exposigao ao pre
oncentragio de 4 mg/l Observagdo sob




materiais escolhidos visando

Para a microscopia eletronica de transmissdo, O0S

observacio dos efeitos ultraestruturais foram as larvas tratadas com suspensio de B.

thuringiensis sorovar israelensis na concentragao de 6 mg/l, tendo em vista que estas

foram as que apresentaram uma maior extensio do dano celular. Antes, porém, foi

observado o grupo controle, quando se pode notar, com 5200 e 12800 vezes de

aumento, que a 0rganizagio celular era normal com microvilosidades integras (Figs.
13a e 13b). O niicleo e as mitocondrias mantinham também, seu aspecto normal, neste

caso, as observagoes foram realizadas com 21600 e 12352 vezes (F igs. 14a e 14b).
J4 para as larvas tratadas, pode-se observar com um aumento de 5000 vezes que a
membrana peritrofica encontrava-se integra, mas as células epiteliais estavam altamente
desorganizadas contendo em seu interior grandes vaciiolos, auséncia dos microvilos
observagdes com aumentos maiores, pode-se observar a

(Figs. 15a e 15b). Fazendo-s€
clear com a fragmentagao da cromatina (Fig. 16),a degeneragdo completa

degeneragdo nu
ormo e uma melhor

u cont
das microvilosidades (Figs- 17a e 17b), restando apenas S€
‘o i des vacuolos no
visualizagdo da destruigdo do epitélio intestinal apresentando gran
¢oes ocorridas nas mitocdndrias

(Fig 18a) e das altera

interior do citoplasma das células

(Fig. 18b).
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as de Simulium pertinax
cillus thuringiensis sorovar
tura das microvilosidades
1, degeneragdo nuclear,
GO entre a membrana
um aumento de

versal do intesti
i icida a base de Ba

Fo
igura 12: Corte trans
pservam a

Su .
isrt::lind?s a 6 mg/l de, um prepara
bond nsis por um periodo de 1 hora, onde s€ 092~ .. intesti
0s em escova), desorganizagi® celular do ePitelo .
< do celular N0 espa

vacuol:
De?il;?,l izagio do citoplasma © .
100X<‘)ﬁca e o epitélio. Observagoes realizadas sob
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. do intestin® posten'or _de l'a.rvasl
observando-se a aparéncia no;na
m aumento de 5200x (A) e

ca de

Fj ' =
;g;"a 13: Micrografia eletroni
imulium pertinax, perten

0 o .
12 Citoplasma celular com mi

centes a0 grupo €0
crovilo

300 (B).
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SRy e

% 5

rior de larvas
ncia normal

sais do intestino poste
-sed aparé

observando

Fj ' ‘
Bura 14. Micrografia ©

e
Simulium pertinax, P€
drias.

0 rtencentes ao p
Nicleo e das mitocon Aumento de 21600x (Ae 1
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grerronicas 4 cortes ransversat no postertor de
5. expostas d 6 mg/l de uma prepara cida 4 base de
presenga de

Tvag .
de Simulium pertinax;
r israelensis durante 1 hora. Observa-s€ a
organizadas,

acil
lus thuringiensis sorova _
tegra MP), porém com células epitelials alta
das em um

€mb ;
rana peritrofica in
1 ocondrias concentra

Om
M) egrandes vacuolos
auséncia das microvilo

(
5000)(

Figur.
L, e IVIICTOETAIAS
a d terminada regldo

V) (A) > mit
sidades (B)- Observagoes
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terior de larvas de

Fy
Si,gnuurl? 16 Micrografia cletronica de corte fransversal do i
t ium pertinax, expostas 2 mg de uma preparaqao inseticida 3 base de Bacillus
durante 1 hora, observando-se a degeneraqﬁo nuclear
ealizada com au ento de 11530x%.

Uripg; A
om g %r'ensls sorovar israelensis
agmentagdo da cromatind M). Observagac r
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i

erior dO mtestmo

B L
Sura 17 Mlcrograﬁas eletronicas s de cortes tran da porg:ao post
inax expostas tas a 6 g/] de uma preparé aragio inseticida a
i te 1 hora, onde s€ observa a
m aumento de

&dio
Ase dde larvas de Simulium pe
e Bacillus thuringiensis 59 var israelensis duran
crovi sidades. Observag:c”)es realizadas €0

Om
40(?(5%& degeneragd0 das micr
x (A) e 18860x (B)
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B ke
F‘ . = ) . . .
1ég;ra 18: Micrografias cletronicas de cortes transversais da por¢ao postemr(l)oirncslgtzgitde:t;no
as i0 de Jarvas de Simulium pertina* expostas 0 mg/l de uma prepara¢? lota
€ de Bacillus thuringiensis gorovar jsraelensis durante 1 hora. Ob;erva-se a comple
andes vacuolos 0 interior do citoplasma das células
coes realizadas €0 aumento de

CS8tryinx arir :
NigHo do epitélo intestinal co™ grand
jtocondras (A). Observa

1? alteragdes nO aspecto das
6x (B) e 20400x (A)
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5 - DISCUSSAO

As alteragdes histopatol6gicas observadas nesse trabalho em células epiteliais d
ae

as a agao de toxinas de Bacillus thuringiensis sorova
r

Simuli
ulium pertinax submetid
elatados na literatura. Como fora dito

com 0S T

compativels
tros de trabalhos que obs

isra 7
elensis, foram
ervaram 0s dan
0s

ente dois regis

anten m
tenormente, existem SO
nsis em larvas de

_endotoxinas de Bacillus thuringie

Ca
usados pelos produtos das o
Y etal 1998), ¢ 0

thuringiensis S
taki (LACEY & FED

B. thuringiensis sorovar

orovar israelensis (RE

simulideos, um utilizando © B.
ERICL 1979). Ainda

ou
tro usando o B. thuringiensis sorovar Kurs

estacamos o utilizou ©

que

pela hidrolise de suas & -endotoxinas .sobre

relaci
cionado com dipteros, 4

0s causados

iSr o 1
aelensis para avaliar 03 efeit
te motivo estes serio os

L AHI(]]VI—TSOR e

t al. 1983), por ©8

l
arvas de Aedes aegypti

Mais enfocados.

tempos de €X od ;
as dosagens (2. 4eb mg/l) € emp posi¢ao (1 & 4 horas)
o trato digestivo de larvas de S.

Em todas
mesmo local d

ut' - ~
ilizados foram observadas alteragoes no
édio. Estas alteragoes, representando

u menor gravidade, dependendo do

Pertj ;
Ftinax, ou seja, N4
yma maiof ©

eliais, fora™

da .
nos is células epit




63

tempo
e da conc 3 i
entragdo. Todavia, observou-se uma progressdo, quanto maiora d
: or a dosagem

Ou o perio ica i
periodo de exposigdo, mator © dano observado. As mudangas hist 1
opatologica
notadas no e . gicas
epitélio intestinal principalment i
e, como a hlpertroﬁa celular i
, avacuolizagio do

citoplasm i
B a, os debris celulares no espago entre 2 membrana peritréfica e o itél
eplte iO,

+ura das células epiteliais, 2 degeneragio nuclear, a ruptura d
» as

provav v1do a rup
a elmente de ld :
foram eVCIltOS tipiCOS. Essas alteraq:oes

organizagao celular

microvilosidades e total des
& FEDERICI (1979) que utilizando uma

esti
tio de acordo com O observado por LACEY.
em uma dosagem de 10 ppm, notaram a

orovar kurstaki

I
inhagem de B. thuringiensis
dos.de lise celular e, ou, esfoliagdo do

formaca ’ g
acio de vacuolos intracnoplasmancos segul
o cecos gastricos © intestino médio posterior. Também

e S B 3 .
pitélio intestinal, nas regioes d
riodo de exposigdo ao inseticida.

em fungdo do pé

ob
servaram a progressdo do dano
a hipertrofia das cél

ulas, seguida de

alteragdo observada foi

A primeira
em monocamada liais, ruptura das

das células epite

struturd
asma. Nos estagios

desorganizagio da ¢©
uolizagdo do citopl

ucleos © vac

eganeradas e se despre

ra em tela também foi

ctrofia dos 1
ndiam em diregio ao

microvilosidades, hipe
fi . ’

nals, s célalas 56 encontravam altamente® d
res, Nno trabalho O

lam - rvad
en. Assim comoO observado pe
iniciando-se com a hipertrofia e

n ) »
otado que os efeitos hlstopatologlf-?0
ma até a complet? Jesorganizagao da estrutura epitelial,

as larvas de Simulinm

Va . - -
cuolizagdo do citoplas

ptlll'a tota
ida pelos autores ndo €

d n

egeneragio nuclear € ™
Pertinax. Entretanto; vale ressaltal
cidade pard dipteros, © sim para Jepidopteros, por este

ERICI(1979)

de tox1

ACEY & FED

nsiderada como possuidor?
¢ muito superior (cerca de

f; .
ato, a dosagem utilizada PO*

600/ 2
0%) 4 maior dosagem US?




Uma observagio fel
rvagio feita por LACEY & FEDERICI (1979) nos estagios fi
s finais de

Intoxicaca
¢d0, e nao
observada no presente estudo, foi o aspecto convoluto d
- uto da membran
ca e a - - . . a
luz intestinal desprovida de alimento, esta observagio foi fei
i feita em larv
as
jona concentraq:ﬁo de 10mg/L. Quando se utilizou a concentraga
¢do

com tré
m trés horas de exposi¢

arvas vivas, isto €, que respondiam a estimulos

de 6
m :
g/l somente se conseguid coletar 1

_ endotoxinas de B. thuringiensis sorovar

fisi
cos
até uma hora de exposi¢ao as ©

nSlS.
or

mbém obtém 0s M€

de Aedes

Um outro estudo que %

) com larvas aegypti € utilizando o B

LAHKIM
TSOR et al. (1983

elensis,

sendo que 2 dosagem por eles utilizada foi de 10ng/ml

thurinei .
ringiensis sorovar isra
ebris celulares em copos plasticos

ristais, eSporos € d

de
um ~ i

a preparagio em po contendo ©
{lada, muito menor do que a utilizada por

ml de agud dest
3 bactéria ¢ altam
INOVITCH et al,1999) devido

Co
ntendo 20 larvas (L2-L3) €™ 100

\ i —— ente toxica para larvas de
R, 1990 e RAB

et al 1998). Em consondncia com o

L
ACEY & FEDERICI (1979

A
e. aegypti, (DE BARJAC, 1978; BECKE

a
presenca das quatro proteinas Cry (
& FEDERICI

o de LACEY
. afetada €

pti foi a mass
da acentuada hipertro

(1979), 2 por¢io posterior do intestino

Presente
trabalho e
também apresentava um processo

fia das células,

méd:
édio das larvas de A€ aegy

8ra | i

dual de dano. Nessa regid

c | )

om o citoplasma va cuolizado € de as losidades quando ainda

Presentes, estavam rompidas © mais delgadas u

observado sob micro copia ° uiizeiss s dossgem € @ mel e
icros

e]‘ﬂllil-x-

arvas de S.P

bigincat:
oinseticida, em |




za
mam larvas tratadas vivas e

0]
s autores (LAHKHV[-TSOR et al. 1983), utili

mortas, e 3 f
, € nas vivas Tit
na 1
(o] ObSCl varain nenhum smal de dano na membrana pe itrd
1tronca. sendo
2

o de LACEY & FEDERICI (1979), como também ao dest
ste

€ste
resultado semelhante a

coes em Jarvas tratadas mortas, foram encontrados dan
0s

trab .
alho. Porém, fazendo observa

as0, O epitélio estava totalmente destruido e a maiori
ria

nas m
emb 1
ranas pentroﬁcas, nesse C

L AHKIM-TSOR et al. (1

o dos cecos gastricos era bastante

983) também verificaram que

das cé
& ,
élulas tinha desaparecido.
assim
com 3 i intesti =di 1
0 a porgdo posterior do intestino médio, a regia

as de B. thurin

afetad

a . - - -

pelas toxin giensis sOrovar israelensis, os resultados fora
m

(1979)- Ambos 08 estudos levantaram a hipotese

EY & FEDERICI

afetadas por Poss
rto por microvilosidades bem

s
emelhantes ao de LAC
pirem estruturas histolégicas

i .

o em monoca
stdo envolvidas no processo de

¢
melhantes, um epitéli
s duas regides ©

de .
senvolvidas, e pelo fat
“microvilos verdadeiros” como

J4 a regid 10T, nﬁo.possuin'a

apud LAHKIM'TSOR et al

cio de fluidos € nutrientes €

das (hipertroﬁa celular com leve

absorca
¢do de nutrientes
., (1983). Portanto, esta regido

deser
scrito por CIOFFI (1979)
devido a isto, as

hdo i oce
esta :

staria envolvida no PT c
as sdo modera

alteracs
ragdes que possam Vir ser observad

m as alteragdes histopatologicas

Va, : ~
cuolizagio do citoplasma)-
98) estudara

Mais recentement® REY et al (19
s sorovar israelensis em larvas de alguns dipteros
_Foi utilizada uma concentragdo de 0,4 mg/l
de uma preparagdo de nseticidd: que segundo 03 autores, €@ @ dosagem preconizada para
vis irole de mosquitos na regido alpina, porém

preconizada para

apii ~ .
cagdes rotineiras €M campo
dosagem

dev
e-se destacar qu€ esta
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autores d
escreveram O epitéli 1 1
pitélio intestinal como © siti ivi
itio de atividade d i
as toxinas de B

thurinei
ingiensis var i re e =
sorovar lsraelensis inferind
g o sob o pap 1doi 1
ntestino na absor
sorgdo de

nutrient
- oy
como a causa para sua sensibilidade as toxinas, como também
> , que a

ndente da estrutura do epitélio. Entretanto

deSO z s
rganizacdo era um processo gradual e depe
ho e dos de LACEY & FEDERICI (1979) e

dife
rentemente dos resultados deste trabal
LAHKIM
-TSOR et al. (1983), REY et al (1998) afirmaramm que as células da porcd
o

ar cells, foram 35 m

as células incham e dobram de

ais afetadas apresentando em

anten
erior, por eles denominadas de cle
pertroﬁa celular (

sty
g10s iniciais deformagao aplCal hi
ticas na permeablhdade epitelial,

tam
anho), separagao celular, levando & alteragoes dras

co
nclusdo precipitada se 1evarmo® em conta a descrl
rgdo 1ntest1nal (LAHKIM-TSOR et al., 1983). Com 12

¢do hlstoﬂsiolégica de CIOFFI (1979)

agma das células atinge SEU maximo .e elas

porgdo anterior, segundo os

mecanismos usuais de abso

ho , _
ras pos-tratamento, o inchago do citopl
IO ) .

mpem em diregdo a0 [amen intestmal. Quan

das larvas: Es

do 1sto ocorre, na

tas seqiiéncias de alteragdes tipicas de danos

au

tores, acontece a mOTrte

oe] e . aelensis, apar ece

ulsres cansados Por toxinas B. thurmgwnsns sorovar isra , ap m comumente
Sorovares de B. thuringiensis, 0 que

no -

O intestino médio de larv

o o tempo que demanda par

de ser observado nas 4 -
ma especie para a outr, dependendo da

al.(1 998) concordam com 0s

a .

Parecimento destas alterag0€s po

Con ; REY et
centragdo da preparaga® inse

ordo com o tipo

-1idades dlferencladas aos inseticidas

morfofuncional. Falam

dema:
mais autores sobre © fato de queé

gerind®
u proprio status

de .
célula epitelial, su

ente

Micrat
robianos, provavelm
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: iS Ser-

mais S L
ensivels ingiensi
ao B. thuringiensis sorovar israelensis. Ao final d
_— . a o trabalh
raditoriamen i "
te, os autores dizem que S€us resultados estdo de acord m
obtido > com e
S por LAHKIM-TSOR S
- et al., (1983) quando € '
, sses dizem que o intesti
estino médio
na

os sdo0 reconhecidamente locai
is de ocorréncia d
e danos

porca :
¢do posterior e 0S CECOS gastric
fato de apresentaren microvilosidades desenvolvid

as e

deletérios em larvas de insetos. pelo
que seriam o sitio de ligagdo pard as toxinas. Eles reconhecem que, apesar da porga
o r¢do
Nterior nio ter estas estruturas tio bem desenvolvidaS, assim mesmo, altas doses da toxin
a

podem ser capazes de penetrar Nas clear cells € induzir a intoxicagdo, 0 queé demonstra a
contradicio nas suas conclusﬁeS, o que levaa S€ suspeitar de vicio metodoldgico.
a culturd de B. sphaericus SSII-1 numa

lizando
rvas (Lz — Ls) de Culex

DAVIDSON (1979): uti
Concentragdo de 107 células/ml em recipientes contendo 25 la
Pipiens quinquefasciatus; observou €™ farvas vivas, €% concordéncia com 0 presente
glulas do intestino médio apresentavam alteragdes. No interior

tra
bath, que somente a5 c
ado intestinal delimitado pela membrana

se observar que
e zig-zag, devido.a

do i :
O 1ntestino, podia—

ido no int

peritré
rofica, encontrava-s€ ret
go semelhante, isto €
’

foi observado al

vesse a presenga de

def N
ormagdo do intestino médio.
‘mas, sem que hou

ca encontrava
es ja citados, relatou a ocorréncia

a
membrana peritrofi

con ] 1 . %
tetido intestinal em S€Y interior-

células com 10 horas de pos- -
o DAVID 25 pbs-exposigao
alterag0es microvilosidades e nas mitocondrias.
estado que aquele

as ia_inda no mesmo

de
sse fato. Ainda segund

a. T L
Presentavam hipertrofia, porém *
everidade nas alteragoes, onde se

C
om 12 horas, podia-s€ obse

quanto

Anter i
eriormente descrito
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observ.
ava a itoli
presenga de grandes citolisossomas, a perda das microvilosidad
| es na porg;a“
anternior i )
€0 a i
casionalmente na porgao posterior, bem como a citolise € 0 co
nsequente
lular. Observando larvas ja mortas, apos 24 horas d
, e

de ;
sprendimento do conteudo ce

s. a autora notou que nesses casos, as mitocondrias

ex 1 ] .
posicdo as toxinas de B. sphaericu
sorganizagao das cristas, as células do epitélio

€nco
ntravam-se deformadas, com 2 de

a base e a maior parte dos microvilos havia

estay.
am amplamente separadas nd su

gas nos tempos de exposigdo € uma decorréncia da

de ‘

saparecido. Ressalta-se que s diferen
c . 4 «

epa SSII-1 ser considerada de baixa toxicidade, nao possuidora da toxina binaria, estando
e 100kDa (Mitx), acarretando que somente apos 10-12 horas

r
Presente apenas a toxina d
sintomas externos e tec

iduais de intoxicagdo

poster; . .
steriormente a alimentagao, apareClam s
com uma linhagem

O trabalho de CHARLES (1987),
u as alterag0e€s histopatolégicas
s stephensi; Culex.pjpiens‘.pipiens e Ae. aegypti). Esse

979) LAHKIM—TSOR et al.(1983), também

de alta toxicidade de B.

por ela produzidas em trés

s .
phaericus (2297) demonstro

€neros de mosquitos (AIIOPI""'e

nas regioes dos cecos gastricos € estdmago

tas mudangas ultraestruturais

Posteri
I10r, como
os lo
autor utilizou concentragdes

dlfe :
riam entre si de ac
¢ lembrar que 2 toxicidade de

exo €spor°
es sp. € com baixa atividade

C T
( Log) variaveis do compl
para Anophel

B,
Sphaericus e maior para Culex sp-
13 seguintes concentragoes: 8,5x107,
: m utilizadas 28
imento fora
co diferentes do que 08 obse

T . o ump
x10” ¢ 6x107°. Os resultados obtidos S
+ o bacteria™? utilizada, CHARLES (1987) néo

Pa
ra Aedes sp. Para 0 eXPer
rvados no

estinais nem o

ento das células int

Presente estudo. Apesar 42 al

Obg
ervou em nenhuma dos trés
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total de '
saranjo da iteli rvas m
] camada epltellal mesmo em larvas oribundas. N
- _No caso de Anophel
mente poucas : 1 1 -
células tinham lisado, pore’m deformagdes nas i
mitocondrias ft
oram

observa
das. E 3 v rvou
m relagdo as larvas de Culex sp., 0 autor observo
- N o aparecimento de
des vacuolos de orl i a It
origem desconhemda, mas nao 0s relaciona com a hipertrofi
i, a celular
orme observ n 1 |
_ ado no prese te trabalho. Esses vacuolos surgiam tanto no cec
A 0, com
i > 0.1n0
ago anteri 10
jor, quanto no posterior nesse caso i
mago . 3 algumas mitocondr
; rias encontrav
am-se
Quando as larvas morriam, somente poucas célul
ulas

Compac
pactadas e outras, deformadas.
btidos com larvas tratadas por B

€ncontr. e li das
avam-se l1sa , 0 que difere dos resultados (o}
mudangas ultraestruturais causadas

ta diferencd. nas

presumir que es

thurine;
h“l'lllglensis. Pode-se
um modo de acdo diferenciado

Bacillus; pode ser devida por

ativagao da pro
oxina (Cry € Btx).

pel l
as duas espécies de
- toxina pelas proteases

toxina

Mmesmo :
que as primeiras etapas de

ares entre 03 dois tipos det

Intestinai
i .
ais possam ser simil

r toxinas de B

células causados po

estruillfais de

Qbservando-se as mudangas ultra
pode-s€ notar que estas alteragdes

resse agricola,

setos de inte
& NISH]ITSUTSIJI-UWO (1980)

thurinoe:
uringiensis em larvas de in
s aqui. ENDO

ate @
e sorovar aizawai

nio <3 .
sdo diferentes das descritas
sorovar kurstaki

10S de durante O ciclo esporogénico

Usand
o mutantes asporogénic®
pzir 03 espo

s de Pwd
sentando hipertrofia

Contr.
a Bombyx mori, incapaze
= rocesso radual, apre
ue as alteragoes eram um P g p
as microvilosidades.

també
mbém observaram g
uolizag:ﬁo do citoplas

ma e ruptura d

densada e 0s €5pagos

vac
om a forma con

cel .
ular, nucleos deformados
atado por LACEY &

As rriie o
mitocéndrias também 5€ aprese’
te trabalho ENDO &

) e 10 presen

da porg.ﬁo posten'or do

nte alarg?

1 ;
Ntra-cristas irregularme
FE

DERICI (1979); L AHKIM-T
080) 9°

(1983
é 0 epitélio

NI
SunTsyTso-uwo (1
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intestino médi :
édio o mais afetado pelas toxinas. MATHAVAN et al.(1989) fi
s o , , fizeram um
m o intuito de observar 08 1
efeitos causados sobre cél i

ulas do epitélio intesti
testinal de

por uma preparagao de esporos € cristais de B. thuringi
. giensis

lary,
as de Bombyx mori
s estdo em concorddncia com 0 encontrado

As observagoes resultante

s .
orovar israelensis.
vacuolizagio do citoplasma e dos niicleos

em ou :
tros estudos, com hipertrofia celular,
¢do das organelas intra-

MATHAVAN et al (1989) também

Tuptura : TP
das microvilosidades, desorganiza citoplasmaticas. Assi
. sSim

COm
o postulado por L AHKIM-TSOR et al. (1983),
e histoquimica do e

vidas na digestdo € absor¢do. de
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