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ABSTRACT

The Malpighian tubules constitute the main excretion organ of insects. Its functions go
beyond excretion and may play a role in detoxification and immune defense of the insect. The
infection by baculoviruses with their egt gene deleted in lepidopteron larvae promotes an early
degeneration of the tubules with consequent better baculovirus activity resulting in reduction of the
larvae time of death. However, there was no trace of infection in the tubules cells. The ecdysteroid
udp-glucosyltransferase (egt) gene encodes the EGT enzyme, which is responsible for the transfer
of UDP-galactose or UDP-glucose units to the ecdisone, inactivating it. Using AgMNPV
recombinant baculoviruses containing egfp or lacZ, the alterations caused in the Malpighian tubules
of A. gemmatalis were analyzed by light microscopy and transmission (TEM) and scanning (SEM)
electronic microscopies. The relationship of the alterations observed with the absence of the egt
gene and/or presence of a marker gene was verified. A bioassay was made to compare the
baculoviruses activities among them. The infections by the baculoviruses caused visible alterations
from 24 hours post-infection by light microscopy, being possible to observe the marker proteins in
the tracheolar cells and regions of the tubules associated with them. As the infection advanced, the
marker proteins appeared in higher proportions and the degeneration of the tubules increased. In
TEM, a progressive increase was observed in the disorganization of the microvilli, alterations in
cytoplasmic spaces, basal infolds and mitochondria, deformations in the basal lamina, apocrine
secretions and cell death, accordingly to the progress of the infection. Meanwhile, in SEM, changes
in the surface as a loose and parched aspect, reentrances, protuberances, pores and crystals, were
observed according to the progression of infection. However, there was no trace of infection in the
cells of the Malpighian tubules by the microscopic analyses. The results showed best activity for the
baculoviruses containing lacZ compared to the ones containing egfp and the absence of egt implied
in higher intensity and speed of the alterations. The mean time to death (LTsp) calculated for the
different baculoviruses revealed best activity of the recombinants containing lacZ but the
recombinants containing egt were more pathogenic. Due to the absence of vestiges of infection in
the tubules cells, it is believed that the degeneration of the tubules is provoked by infection
indirectly. The cell death in the tubules might be related to oncosis, which may be activated by
depletion of energy reserves and also related to apoptosis, which may be activated by accumulation
of EGFP and LacZ. The absence of egr gene might be resulting in a higher energetic expense by the
host, aggravating the cell death process that is taking place in the Malpighian tubules, resulting in

reduction of host time of death.



RESUMO

Os tdbulos de Malpighi constituem o principal 6rgdo excretor de insetos. Suas fungdes vao
além da excrec¢fo, podendo participar da desintoxicag@o e resposta imune do inseto. A infec¢do por
baculovirus com delecdo em seu gene egt em larvas de lepidopteros promove uma degeneracdo
precoce dos tiibulos, com conseqiiente melhor atividade do baculovirus, resultando em uma reducao
no tempo de morte das larvas. Porém, ndo sdo observados indicios de infec¢do nas células dos
tibulos. O gene ecdysteroid udp-glucosyltransferase (egt) codifica a enzima EGT que € responsavel
pela transferéncia de unidades de UDP-galactose ou UDP-glicose para a ecdisona, inativando-a.
Utilizando baculovirus AgMNPV recombinantes contendo genes marcadores egfp ou lacZ,
analisou-se as alteracdoes causadas nos tdbulos de Malpighi de A. gemmatalis, utilizando
microscopia de luz e eletronicas de transmissdo (MET) e varredura (MEV). Verificou-se a relagio
destas alteragdes com a auséncia do gene egf e/ou presenca de um gene marcador. Realizou-se um
bioensaio para comparar a atividade dos baculovirus entre si. As infec¢des pelos baculovirus
causaram alteracdes visiveis a partir de 24 horas pods-infeccdo em microscopia de luz, sendo
possivel observar as proteinas marcadoras presentes em células traqueolares e em regides dos
tubulos associadas as mesmas. Com o avanco da infeccdo, as proteinas marcadoras apresentaram-se
em maiores proporc¢des e a degeneragdo dos tiibulos aumentou. Em MET, observou-se um aumento
progressivo da desorganizacdo das microvilosidades, alteragdes nos espagos citoplasmaticos, nas
invaginacdes basais e mitocOndrias, deformacdes da ldmina basal, secrecdes apdcrinas e morte
celular, conforme o progresso da infeccdo. Por sua vez, em MEV, observou-se mudancas na
superficie, a qual apresentou aspecto flacido e ressecado, reentrancias, protuberincias, poros e
cristais conforme a progressdo da infec¢do. No entanto, em nenhuma das andlises por microscopia,
observou-se indicios de infeccao nas células dos tibulos de Malpighi. Os resultados mostraram uma
melhor atividade dos baculovirus contendo lacZ em relacdo aos que contém egfp, sendo que a
auséncia de egr implicou em maior intensidade e velocidade das alteragdes. O tempo médio de
morte (LTsg) calculado a partir do bioensaio para os diferentes virus revelou melhor atividade dos
recombinantes contendo lacZ, sendo que o recombinante contendo egt se mostrou mais eficaz.
Devido a auséncia de indicios de infecc@o nas células dos tiibulos, acredita-se que a degeneracio
dos mesmos é provocada indiretamente pela infeccdo. A morte das células dos tibulos pode estar
relacionada a oncose, que pode ser provocada pela deplecdo das reservas energéticas, e também a
apoptose, que pode ser ativada pelo aciimulo das proteinas marcadoras EGFP e LacZ. A auséncia
do gene egt pode estar resultando em um maior gasto energético pelo hospedeiro, agravando o
processo de morte celular que estd ocorrendo nos tibulos de Malpighi, resultando em reducdo no

tempo de morte do hospedeiro.



INTRODUCAO

1) Baculovirus

1.1) Aspectos gerais e importancia biotecnolégica

A familia Baculoviridae é constituida de virus de fita-dupla de DNA, contendo entre 90 e
200 pares de quilobases (pkb), com nucleocapsideos na forma de bastao, que sdo envoltos por uma
oclusdo cristalina de origem protéica, formando “corpos de oclusdo” (Arif, 1986). Os baculovirus
ttm sido isolados de mais de 700 invertebrados, principalmente das ordens Lepidoptera,
Hymenoptera e Diptera (Moscardi, 1999). Essa familia é composta por dois géneros:
Nucleopolyhedrovirus e Granulovirus, que sdo diferenciados inicialmente pelo tamanho e
constituicdo protéica de seus corpos de oclusio.

Uma caracteristica dos baculovirus € a presenca de duas formas virais durante a infeccdo,
virus extracelulares (também conhecidos como BV, do inglés, “budded viruses”) e virus ocluidos
(também conhecidos como OV, do inglés, “occluded viruses”, ou OB, do inglés, “occlusion
bodies”, ou ainda, poliedros ou granulos). Nestes, um ou varios nucleocapsideos estdo imersos em
uma matriz protéica cristalina. Uma vez livres desta matriz, estes virions constituem os virus
derivados de corpos de oclusdo (ODV, do inglés, “occlusion derived viruses”). A forma ocluida do
virus € produzida na tltima fase de infeccdo e sua matriz protéica forma um corpo de oclusido que
protege o virus no ambiente, sendo responsavel pela transmissdo horizontal da infec¢do de inseto
para inseto por via oral. A forma do virus extracelular, que compreende nucleocapsideos com um
envelope lipoprotéico, é produzida antes da forma ocluida, sendo responsavel pela disseminacdo
sistémica da infec¢c@o dentro do inseto (Volkman & Keddie, 1990; Volkman et al., 1995).

Os baculovirus do género Nucleopolyhedrovirus (também conhecidos como virus da
poliedrose nuclear, do inglés: “nuclear polyhedrosis virus” — NPV) produzem grandes corpos de

oclusdo (entre 0,15 e 15 pm) chamados de poliedros, constituidos principalmente pela proteina



poliedrina e que contém multiplos ou vdrios virions. Os NPV podem ser encontrados possuindo
particulas virais contendo mais de um nucleocapsideo envolvido por um envelope simples
(denominados de MNPV), ou ainda possuirem particulas virais contendo somente um
nucleocapsideo por envelope (denominados de SNPV). Baseando-se em estudos filogenéticos de
baculovirus, utilizando genes da poliedrina completamente sequenciados, os NPV foram
classificados em tipo I e tipo II (Zanotto et al.,1993).

Os baculovirus do género Granulovirus (também conhecidos como virus da granulose, do
inglés:“granulosis virus” - GV) t€m corpos de oclus@o menores (0,15 a 0,5 um), chamados
granulos, constituidos principalmente pela proteina granulina e normalmente contém um udnico
virion (Funk et al., 1997). Tanto os NPV quanto os GV possuem um espectro de hospedeiros
restrito, geralmente limitado a uma espécie ou género, sendo os GV mais especificos que os NPV
(Moscardi, 1999).

O baculovirus mais estudado até o momento € o Autographa californica multiple
nucleopolyhedrovirus (AcMNPV), que infecta um espectro de hospedeiros de aproximadamente 32
espécies em 15 familias (Cory & Myers, 2003) e j& possui seu genoma seqiienciado (Ayres et al.,
1994).

Os baculovirus constituem sistemas importantes para producdo de proteinas heterdlogas,
funcionando como vetores tanto em células de inseto quanto em células de mamiferos (Kost et al,.
2005). Uma gama de proteinas de importincia farmac€utica e econdmica foram expressas, em
niveis elevados, em células de insetos usando baculovirus como vetores de expressao (Jarvis, 1997;
Kost & Condreay, 1999). As proteinas expressas nas células de inseto sdo, em sua maioria,
biologicamente ativas e imunologicamente similares as proteinas originais (O'Reilly et al., 1992).
Os baculovirus sdo capazes de entrar em uma célula de mamifero e até mesmo induzir resposta
imune (Aoki et al., 1999), porém sdo incapazes de se replicar nessas células (Boyce & Bucher,
1996). Isso também coloca os baculovirus como importantes bioinseticidas, devido a sua

especificidade, efici€ncia e seguranca para outros seres vivos (Moscardi, 1999).



Devido a essas caracteristicas, os baculovirus t€m sido utilizados como vetores de terapia
génica, pois sdo capazes de levar seu material genético ao nicleo da célula sem se replicar ou causar
efeitos citopéticos (Tani et al., 2003), sendo assim, vantajosos em relagdo aos vetores baseados em
virus de mamiferos, pois possuem citotoxicidade baixa, que ndo afeta a viabilidade das células. No
entanto, foi constatado que os baculovirus podem expressar alguns de seus genes early durante a
transfeccdo em células de mamiferos (Murges et al., 1997). Apesar de ndo se replicarem, o acimulo
de polipeptideos virais na célula pode causar uma resposta imune capaz de levar a destrui¢do da
célula-alvo. Estudos para avaliar melhor essa atividade viral pds-transfeccdo e construir novos

recombinantes com os genes early deletados estdo sendo realizados (Kenoutis et al., 2006).

1.2) Modo de infeccao in vivo

A rota natural de infecc¢do ocorre pela ingestdo de poliedros presentes no meio-ambiente.
Uma vez dentro do ambiente alcalino do intestino da larva (pH 9,5 a 11,5), os poliedros sio
dissolvidos e as particulas virais sdo liberadas. Essas particulas entram nas células colunares do
epitélio intestinal por fusdo de membrana na regido das microvilosidades (Harrap, 1970; Horton &
Burand, 1993), apds a ligagdo a um receptor especifico facilitada pelo envelope lipoprotéico (Haas-
Stapleton et al., 2004). O virus é entdo transportado via-citoesqueleto ao nicleo, onde ocorre
transcricdo pela maquinaria celular hospedeira, dando seqii€ncia a replicacdo (Granados & Lawler,
1981) (Figura 1). Assim, os BV s@o formados na fase inicial da infecc¢do, deixando as células do
intestino, infectando outros tecidos até atingir a hemolinfa, onde infectam hemdcitos, resultando em
uma dispersao sistémica do virus (Keddie et al,, 1989). Uma outra rota de dispersao sistémica,
inclui a infec¢do direta de células da hemolinfa e da traquéia, sendo as ultimas intimamente
associadas com o epitélio intestinal. Isso permite que os virus desviem da membrana basal, sem
replicar em células do intestino, levando a infecc@o a diversas regides do corpo (Engelhard et al.,

1994; Barret et al,, 1998). Posteriormente, outros 6rgdos e tecidos como adiposo, muscular e



tegumento sdo infectados (Keddie er al, 1989). Em fase tardia de infecg¢do, os poliedros sdo
formados e acumulados no nucleo das células, causando lise nuclear e conseqiiente lise celular. Isso
desencadeia uma desorganizacdo de 6rgdos e tecidos, o que leva a morte da larva, em cerca de 96 a
120 h p. i.; esse tempo pode variar dependendo do virus e o hospedeiro infectado. O tegumento é
degradado, liberando milhares de poliedros no ambiente (Payne, 1986) (Figura 2).

As lagartas sdo mais susceptiveis a infeccdo viral durante os primeiros estadios larvais. Os
sintomas mais comuns da infeccdo por NPV incluem a perda de apetite, geotropismo negativo,
clareamento da epiderme devido ao actimulo de virus nos nucleos das células epidermais e

adiposas, parada no desenvolvimento larval e diminui¢do do movimento (Federici, 1997).
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Figura 1. Ciclo natural de infec¢do do género Nucleopolyhedrovirus em um hospedeiro lepidéptero

em estagio larval (Martins, 2005).
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Fonte: http://'www.cheque.uq.edu.au/research/bioengineering/research/Baculovirus/Baculol.gif

(com modificacoes).

1.3) Regulacio da expressao génica

A expressdo génica viral durante uma infeccdo com baculovirus pode ser dividida em dois
estagios principais: etapa inicial (fase early), que corresponde aos eventos que precedem a
replicacdo do DNA viral, e etapa tardia (fase late), correspondendo a expressdo de genes pds-
replicacdo do DNA viral. Podem existir ainda subdivisdes representadas pelas fases “imediatamente
precoce” (immediately early), correspondendo a genes expressos logo apds a descapsidacdo viral,

nas primeiras horas de infeccio e “muito tardia” (very late), correspondendo a genes expressos apos



18 h de infec¢do, sendo a poliedrina a proteina viral mais produzida nos NPV nessa fase (Maruniak,

1986).

A primeira fase da expressdo gé€nica, a etapa early, corresponde aos eventos que precedem a
replicagdo viral, expressando fatores de transcri¢do, principalmente. O DNA viral comeca a ser
transcrito, ocorrendo rearranjos do citoesqueleto e a cromatina da célula hospedeira se dispersa no
nucleo. Esta fase se inicia a partir de 30 min pés-infecgio (p. i.) e se estende até aproximadamente 6

h p. i. (Friesen, 1997).

A etapa late se inicia com a replicacdo do DNA viral, envolvendo a expressdo de genes
tardios e a producdo de proteinas responsaveis pela construcido das particulas virais extracelulares
(BV), persistindo até aproximadamente 24 h p. i. Nessa fase, ocorre a parada da producdo de

proteinas celulares e a intensa producdo de BV (Lu & Miller, 1997).

A fase muito tardia (very late) da expressdo gé€nica viral inicia-se com 18 h p. i. e
caracteriza-se pela producdo da proteina poliedrina, que compde a matriz protéica do OB durante
sua montagem que ocorre no nucleo e pela producdo da proteina P10, que forma agregados
fibrilares no nicleo e citoplasma. E com aproximadamente 72 h p. i., ocorre a lise celular (Lu &

Miller, 1997; Williams & Faulkner, 1997).

1.4) Citopatologia da infeccao

Uma vez iniciada a replicacdo viral, apés o virus ter atingido o nicleo da célula e liberado
seu material genético, ocorre hipertrofia nuclear, por volta de 6 h p. i., juntamente com
arredondamento celular devido a reorganizacdes do citoesqueleto (Charlton & Volkman, 1991). Em
torno de 10 h p. i., surge na porcdo central do nicleo o estroma virogénico, que serve como

ambiente de montagem das particulas virais (Vaughn & Dougherty, 1985).



Por volta de 16 h p. i., ocorre o amadurecimento do estroma virogénico, apresentando um
aspecto mais condensado e subcompartimentalizado, havendo grande quantidade de
nucleocapsideos (Summers, 1971). Por volta desse periodo, inicia-se também a producdo de
poliedrina e P10 no citoplasma. A poliedrina é acumulada no nicleo, enquanto a P10 organiza-se
em acumulos fibrilares no nidcleo e citoplasma (Willians er al, 1989). Os nucleocapsideos
participam da formacgdo de BV, que saem do nicleo por vesiculas originadas do envelope nuclear
(Willians & Faulkner, 1997) e, em seguida, brotam da célula levando por¢des de membrana
plasmatica enriquecidas com glicoproteinas da superficie celular, que irdo constituir o envelope

viral juntamente com as por¢des de membrana (Volkman et al., 1984; Volkman, 1986).

Ap6s 24 h p. i., a producdo de BV diminui, havendo um aumento na producgdo de poliedrina
para a montagem de OB (Volkman et al., 1976). A hipertrofia nuclear e a maturagdo do estroma
virogénico levam ao aparecimento de uma regido distinta, denominada ring zone. Nessa regido, os
nucleocapsideos envelopados sdo incorporados em uma matriz de poliedrina, formando os OB

(Stolz et al., 1973; Vaughn & Dogherty, 1985).

Ap6s 48 h p. i., os transcritos dos genes p10 e poliedrina chegam a constituir 90% do total
de RNA viral e, seus produtos correspondentes, 50% do total protéico celular. O final do ciclo

infeccioso ocorre com a lise celular e liberacdo dos OB (Willians & Faulkner, 1997).

2) Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) e o baculovirus Anticarsia

gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPYV)

A larva de A. gemmatalis (Hiibner) é um inseto de grande interesse econdmico, sendo o
principal inseto-praga das plantacdes de soja no Brasil e na Flérida. Infestacdes ocorrem no final do
verdo e podem causar grandes danos as plantacdes de soja e outros legumes, se ndo manejada. Esta

lagarta é capaz de desfoliar as plantas entre cinco e sete dias (Wilkerson et al.,1986). Glycine max,



a planta da soja, é a hospedeira principal de A gemmatalis, porém, a lagarta também se alimenta de
amendoim, algodao, feijdo e outros legumes (Waters & Barfield, 1989). Vidrios patégenos estdo
associados com A. gemmatalis no campo, como fungos e baculovirus, mas o principal fator de
mortalidade em campo € a predag@o da lagarta por seus inimigos naturais (Lee et al., 1990).

O Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPV) foi coletado e isolado
pela primeira vez no Brasil em 1972 (Allen & Knell, 1977; Moscardi, 1986) apresentando resultado
satisfatorio em ensaios de campo como bioinseticida para A. gemmatalis. Desde 1979, o Brasil vem
desenvolvendo um programa de controle bioldgico de pragas, utilizando o AgMNPV como um de
seus bioinseticidas, pois é eficiente, especifico e seguro para o homem e outros animais. Além
disso, o uso do baculovirus representa uma redu¢do nos custos de producio e diminui¢ido do uso de
agrotéxicos, havendo uma economia de milhdes de ddlares anuais € menor contaminagdo do meio
ambiente com residuos quimicos (Moscardi, 1986; Ribeiro et al., 1998).

Ao longo dos udltimos anos, diversas pesquisas foram realizadas com este baculovirus, como
a determinacdo de seu mapa fisico (Johnson & Maruniak, 1989), andlises filogenéticas que
permitiram sua classificacio como pertencente ao grupo I de NPV (Zanotto er al, 1993) e
caracterizacdo de diversos genes importantes como pl0 e gp64 (Razuck et al., 2002; Pilloff et al.,
2003). Além disso, produziu-se uma gama de recombinantes para diversas aplica¢des, como estudo
de localizacao do virus durante a infec¢do e melhoramento de seu potencial bioinseticida (Ribeiro et
al., 2001; Pinedo et al., 2003; Soares & Ribeiro, 2005).

Atualmente, o0 AGMNPYV ¢ o baculovirus utilizado no maior programa de controle bioldgico
viral no mundo (Moscardi, 1999) e seu genoma foi seqiienciado recentemente, com participagcdo do
grupo do Laboratério de Microscopia Eletronica e Virologia Molecular da Universidade de Brasilia
entre outros (Oliveira et al., 2006). Esse genoma possui 132.239 pb e é capaz de codificar 152 fases
abertas de leitura (do inglés, “open reading frames”, ORF) ndo-sobrepostas; possuindo trés ORF
Unicas e uma maior identidade de seqii€ncia e organiza¢do gendmica com o virus Choristoneura

Sfumiferana defective nucleopolyhedrovirus (CfDefNPV) (Oliveira et al., 20006).
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3) Tabulos de Malpighi

Tubulos de Malpighi de insetos sdo tubos longos e finos com extremidade cega. Eles surgem

préximos a juncdo do intestino médio com o intestino posterior, na regido do piloro, e ficam livres

na hemocele da larva. A parede do tibulo é formada por epitélio simples com espessura de uma ou

poucas células, circundando o limen (Chapman, 1998) formando a sua sec¢@o transversal (Figura

3). Os tibulos de Malpighi de lepidépteros possuem apenas um conjunto de musculos longitudinais

e circulares na regido proximal. Esses musculos se contraem, mantendo o gradiente osmdtico pelas

paredes dos tubulos devido ao contato continuo com hemolinfa fresca, sendo provavelmente,

também responsavel pelo movimento dos fluidos dentro dos tibulos (Chapman, 1998).

Trato digestivo

— —
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Intesting Tiabulos de Malpighi
médio
Excretas nitrogenadas, Fezes e urina R

I'a sals e dgua ~
¥ X

Reabsorgiio de dgua,
ions & moléculas
orginicas

HEMOLINFA

Figura 3. Localizagdo e fisiologia do sistema excretor de insetos.

Fonte: bioll152.nicerweb.com/lessoni2.html (com modificacdes).
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Em larvas de lepiddpteros, a regido distal dos tibulos de Malpighi € fortemente associada
com o reto, formando uma camada convoluta de células sobre sua superficie, resultando em um
arranjo conhecido como sistema criptonéfrico (Chapman, 1998). Esse arranjo tem como funcdo
auxiliar a retirada de dgua existente no ar que entra no reto da larva pelo anus. Isso ocorre devido a
uma pressdo osmoética muito alta nos tibulos de Malpighi nessa regido. (Machin & O’Donnell,
1991). Dessa forma, o sistema criptonéfrico desses insetos deve ser essencial na regulagdo iGnica
embora possa ajudar a manter o volume de hemolinfa alto o suficiente para a sua funcdo
hidrostatica (Chapman, 1998).

Os tdbulos de Malpighi consistem de um epitélio que estd ligado a um tecido conectivo
contendo traquéolos. Existem dois tipos celulares em tibulos de Malpighi de lepiddpteros: as
células principais e as células reabsortivas (Martoja & Ballan-Dufrangais, 1984).

As células do tipo principal estdo presentes na regido distal dos tibulos. Possuem
microvilosidades justapostas e organizadas na regido apical, enquanto a regido basal é altamente
invaginada podendo constituir de 25 a 75% da altura (4rea) da célula, onde ocorrem vesiculas
endociticas ao longo da membrana (O’Donnell ef al., 1983; Martoja & Ballan-Dufrancais, 1984).
Estas células sdao conectadas lateralmente por juncdes septadas e ligadas a lamina basal por
hemidesmossomos. Na parte intermedidria estdo o nucleo, reticulo endoplasmatico rugoso,
complexo de Golgi e mitocondrias. As mitocondrias s3o abundantes no interior e na base das
microvilosidades e associadas com a membrana plasmética basal. A morfologia dessas células esta
relacionada com a secrecdo de fluidos, assim como armazenamentos de substincias em formas de
concre¢Oes (Martoja & Ballan-Dufrancgais, 1984), produzindo a urina priméria (Chapman, 1998)
(Figura 4).

As células principais dos tdbulos de Malpighi tém como funcdo bésica o carreamento de
fons e transporte de fluidos na formagdo de uma excreta primdria iso-osmotica (urina primaria).
Essas células também transportam uma variedade de compostos para o limen, como 4cido urico

(ODonnell et al., 1983), alcaldides (Maddrell & Gardiner, 1976) e glicosidios cardiacos (Rafaeli-
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Bernstein & Mordue, 1978), assim como fons inorganicos como fosfato, Mg2+ e SO42' (Maddrell,
1978). O resultado final é, em varias formas, semelhante ao do glomérulo de vertebrados, apesar do
mecanismo ser muito diferente (Maddrell & O’Donnell, 1992).

Os tibulos de Malpighi de Drosophila melanogaster apresentaram resisténcia a ouabaina,
um forte inibidor da ATPase de Na" e K" (Torrie et al., 2004). Essa resisténcia é devido a presenca
de proteinas transportadoras que possuem um amplo espectro de substratos como sais de bile,
conjugados de esterdides, oligopeptideos aniOnicos, drogas, toxinas e outros xenobidticos
(Hagenbuch & Meyer, 2003).

As células reabsortivas estdo presentes na regido proximal dos tibulos e apresentam 4cido
urico como concre¢do secretada no limen (Martoja & Ballan-Dufrancais, 1984). Pouco se sabe
sobre esse tipo celular, mas aparentemente sua fungdo estd ligada ao auxilio na reabsorcdo de
compostos téxicos da hemolinfa junto as células principais. Essas células podem variar sua
morfologia e funcio ao longo das regides dos tibulos, variando a complexidade e organizacdo das
microvilosidades e invaginagdes basais e a quantidade e localizagdo das mitocondrias (Chapman,
1998). Em Drosophila e Rhodnius, a regido proximal estd mais relacionada com reabsorg¢ao,
contudo a mesma regido em Drosophila secreta célcio nos tibulos (O’Donnell & Maddrell, 1995).

A reabsorcdo de dgua, fons, aclicares, aminoacidos e outras substancias para a hemolinfa ou
o limen, ocorrem na parte anterior do intestino posterior, mas principalmente no reto, pelo sistema
criptonéfrico. A urina de insetos terrestres que ingerem alimentos sélidos raramente € totalmente
liquida. Geralmente, ela é misturada com alimento ndo-digerido no reto, resultando em fezes com
fluidez varidvel, dependendo da quantidade de urina (Chapman, 1998).

Wang e colaboradores (2004) fizeram uma anélise comparativa por microarranjos de DNA
da expressdo de genes de D. melanogaster em seus tibulos de Malpighi, revelando uma grande
quantidade de moléculas transportadoras de solutos orginicos e enzimas relacionadas com o
metabolismo e desintoxicacdo, como dlcool desidrogenase, glutationa transferase e citocromo P450,

sendo as duas ultimas capazes de conferir resisténcia a inseticidas (Daborn et al., 2002; Catania et
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al., 2004; Enayati et al., 2005). Em 2005, McGettigan et al. caracterizaram os tibulos de Malpighi
de D. melanogaster como um o6rgido dotado de sistema imune autdnomo, capaz de perceber
infecgdes bacterianas e produzir uma resposta efetiva independente do tecido adiposo que é
considerado o “tecido imune” classico de insetos, por alguns pesquisadores. Os tibulos sdo capazes
de expressar Oxido nitrico sintase (NOS) e diptericina (Nappi et al, 2000), as quais matam

patégenos microbianos.

:
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1

Figura 4. Tubulo de Malpighi de inseto. (a) Seccdo transversal de um tubulo. (b) Detalhe da parte
de uma célula principal. (c) Extremidade de um tdbulo de Malpighi.

Fonte: Chapman, 1998 (com modificacdes).

14



Tubulos de Malpighi também apresentam funcdes ndo-excretoras. Em algumas larvas de
Neuroptera e Coleoptera, os tibulos sdo modificados para a producdo de seda. Em casulos da
maioria dos lepiddpteros, o tecido sedoso € produzido pela glandula labial, mas em Leucoma salicis
(Lepidoptera: Lymantriidae) e Eriogaster lanestris (Lepidoptera: Lasiocampidae) sdo provindos da
excreta. O pé amarelo usado nos casulos de Malacosoma (Lasiocampidae) consiste de uratos dos

tubulos de Malpighi (Wigglesworth, 1972).

4) Ecdisona e EGT

Horménios de muda de insetos sdo ecdisterdides, que sdo produzidos pelas glandulas
protorécicas de insetos imaturos. Na maioria dos insetos, essas glandulas secretam ecdisona, mas
algumas larvas de Lepidoptera também podem secretar 3-dehidroecdisona, que é convertida em
ecdisona por enzimas na hemolinfa (Fescemeyer et al., 1995). Ecdisona € um pr6-hormdnio, que é
convertido no hormoénio ativo 20-hidroxiecdisona (Chapman, 1998).

Ecdisona é um dos hormonios de insetos mais bem caracterizado, sendo responsdvel por
regular varios genes que controlam crescimento, metamorfose e maturacdo sexual (Karim &
Thummel, 1992).

A sintese de ecdisona € ativada pelo hormonio protoracicotropico (PTTH), mas os efeitos
sdo modulados por um hormoénio inibidor (hormdénio juvenil) ou por regulacdo neural direta
(Koolman, 1995). Os tibulos de Malpighi excretam tanto ecdisona quanto 20-hidroxiecdisona,
assim como vdrios outros metabdlitos (Chapman, 1998).

Para muitos baculovirus com genoma seqiienciados foi comprovada a existéncia de um gene
chamado ecdysteroid udp-glucosyltransferase (egt) que codifica a enzima EGT (Ayres et al., 1994;
Ahrens et al., 1997; Gomi et al., 1999; [jkel et al., 1999; Kuzio et al., 1999; Rodrigues et al., 2001).

A enzima EGT € secretada na hemolinfa por células infectadas e € responsdvel pela transferéncia de
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unidades de UDP-galactose ou UDP-glicose para a ecdisona, inativando-a (O’Reilly & Miller,
1989, 1990; Evans & O’Reilly, 1998).

Essa inativagfo cessa a metamorfose, mantendo o inseto em estado larval, o que resulta em
um aumento da progénie viral, pois este estado apresenta menor resisténcia a infeccdo viral. Além
disso, ecdisterdides induzem alteracdes metabdlicas que diminuem a permissividade da larva a
infeccdo por baculovirus (O’Reilly et al., 1995, 1998). Alterando esses hormonios, os baculovirus
sdo capazes de prevenir a resisténcia progressiva a infec¢do oral por baculovirus proveniente do
desenvolvimento larval, que provavelmente estd relacionada com a escamacio do epitélio intestinal
durante as mudangas de instar (Engelhard & Volkman, 1995; Washburn et al., 2001). Porém, o
resultado da infeccdo no desenvolvimento larval depende do balanco entre a sintese de ecdisona
ativa e sua inativacao mediada por EGT (O’Reilly et al., 1998).

O’Reilly & Miller (1990, 1991) descobriram que o gene egt de AcCMNPYV ¢€ expresso cedo na
infecgdo, antes da replicacdo do DNA viral, porém néo € essencial para a replicacdo do virus no
hospedeiro. Eles também mostraram que a inativacdo do gene egt de AcMNPV afetava o
crescimento e o desenvolvimento de Spodoptera frugiperda, fazendo com que se alimentassem
menos e morressem pelo menos 25% mais rapido do que a larva infectada pelo virus selvagem.

Flipsen e colaboradores (1995a) observaram que larvas de Spodoptera exigua infectadas
com AcMNPV contendo o gene egt inativo apresentavam uma degeneracio precoce dos tibulos de
Malpighi quando comparado com o virus selvagem e propuseram que essa degeneracdo seria a
principal causa do aumento de mortalidade de larvas por recombinantes com egt deletado.

Em 2001, Rodrigues et al. seqiienciaram e caracterizaram o gene egt de AgMNPV. Ja
Pinedo et al. (2003) construiram um recombinante derivado de AgMNPV (VAgEGTA-lacZ),
contendo o gene egt inativo pela introdug@o do cassete hsp70-lacZ em seu l6cus. Os bioensaios
revelaram que o recombinante antecipava a morte das larvas em cerca de dois dias e matava as
larvas de A. gemmatalis 25% mais rdpido, em média, quando comparado com o virus selvagem

AgMNPV, mas produzia cerca de 50% menos poliedros, em conseqiiéncia da velocidade da morte.
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Portanto, o recombinante era mais eficaz para o controle bioldgico dessas larvas do que o virus

selvagem, em condicdes de laboratdrio.

5) Proteinas marcadoras: GFP e LacZ

A proteina de fluorescéncia verde (do inglés, green fluorescent protein, GFP) foi descoberta
em uma medusa, Aequorea victoria (Prasher et al., 1992), possuindo 238 aminodcidos e massa
molecular de aproximadamente 27 kDa. A proteina GFP emite luz verde a um comprimento de
onda de 509 nm, quando exposta a luz ultravioleta (UV) a um comprimento que varia de 395 a 407
nm (Shimomura, 1979). Seu gene tem sido amplamente utilizado como marcador ao longo dos anos
devido a possibilidade de expressdo da sua proteina em um amplo espectro de células e organismos
como bactérias, plantas, animais (incluindo mamiferos) e insercdo em genomas virais (Chalfie et
al., 1994; Cubbit e al., 1995; Plautz et al., 1996). E uma proteina altamente estavel, com toxicidade
minima e capaz de gerar fluor6foros altamente visiveis in vivo na auséncia de cofatores externos,
ndo interferindo nas atividades celulares (Billinton & Knight, 2001).

Sua atividade pode ser detectada por varios métodos, como a microscopia de fluorescéncia,
a microscopia confocal e a citometria de fluxo, que permitem medir a intensidade de fluorescéncia
em células, individualmente (Welsh & Kay, 1997). O gene marcador gfp pode ser utilizado em uma
grande variedade de aplicagdes bioldgicas. Estudos tém mostrado a utilidade do gfp na
quantificagdo da expressdo génica, na marcacdo de células, na localizacio de proteinas e no
monitoramento da transferéncia génica (Welsh & Kay, 1997). Atualmente, existem moléculas de
GFP aprimoradas, como eGFP (enhanced GFP) e S65T, que produzem maior fluorescéncia que a
GFP selvagem, sob o mesmo estimulo (Billinton & Knight, 2001).

Outra proteina bastante utilizada como marcador € a LacZ, produto do gene lacZ. Este gene
pertence ao operon lac do genoma de Escherichia coli e codifica a enzima B-galactosidase,

responsével por hidrolisar lactose em galactose e glucose. Utilizando um substrato sintético andlogo
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da lactose chamado X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-f-D-galactoside), pode-se obter um
produto de cor azulada, indicando a presenca de B3-galactosidase. Sua atividade pode ser observada a
olho nu ou por microscopia de luz. Essa reacdo € geralmente utilizada para distin¢cdo e isolamento
de colbnias transformadas de E. coli que adquiriram um plasmidio contendo o gene de interesse
(Lodish et al., 2000). Além disso, lacZ tem sido comumente usado como um gene repoérter, tanto
para localizacdo da proteina quanto para avaliar a atividade transcricional em uma célula ou cultura
(Lindow, 1995).

O uso de baculovirus recombinantes contendo genes marcadores permitiu o estudo da rota e
processo de infeccio de AcMNPV e outros baculovirus em diversos hospedeiros. Flipsen et al.
(1995b) utilizaram um AcMNPYV recombinante contendo os genes reporteres lacZ e GUS (beta-
glucuronidase) em larvas e culturas de células de S. exigua. Dessa forma, puderam observar a
expressdo génica e a localizac@o viral nas células do intestino, mostrando que os nucleocapsideos
sdo capazes de passar das células colunares para as células basais regenerativas antes da replicacio
viral e produg¢do de progénie. No mesmo ano, Flipsen e colaboradores (1995a), utilizando a mesma
espécie de larva, mas outro recombinante, um AcMNPV que continha lacZ interrompendo o gene
egt, observaram que os tibulos de Malpighi degeneravam rapidamente, havendo infeccao de outros
tecidos, mas ndo havia focos azuis caracteristicos nos tibulos. Washburn et al. (2003) compararam
os processos de infeccdo de um Helicoverpa zea SNPV recombinante com um AcMNPV
recombinante, ambos contendo o gene lacZ, em larvas Heliothis virescens e, dessa forma, puderam
observar que a infec¢io secunddria e de células da traquéia ocorriam ao mesmo tempo para os dois
tipos de NPV e que a renovacgao das células intestinais € uma importante barreira contra a infecc¢ao
por NPV. Em 2004, Kawasaki et al. mostraram a dindmica da expressdo do gene ie-/ de dois
Bombyx mori NPV recombinantes, um contendo o gene gfp e outro contendo o gene repérter DsRed
, ambos ligados ao gene ie-/; assim, acompanharam a localizacdo da proteina IE-1 ao longo do
tempo em células de B. mori e puderam corroborar as proposi¢des anteriores de que o estroma

virogénico € o local de replicacio de DNA e montagem de BV. Outro exemplo ¢é a utilizacdo de
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dois AgMNPV recombinantes contendo lacZ, onde este interrompia o gene da poliedrina de um
recombinante e o gene egt do outro, por Soares & Ribeiro (2005), em que mostraram pela primeira
vez a rota de infeccdo de AgMNPV em larvas de A. gemmmatalis.

Os recombinantes também permitiram que fossem feitas as proposicdes de modelos de
infeccdo inicial e secundéria dos hospedeiros infectados. Como por exemplo, Keddie et al. (1989),
que investigaram larvas de Trichoplusia ni utilizando um AcMNPV recombinante contendo o gene
reporter lacZ. Eles demonstraram que a infec¢do se iniciava ao mesmo tempo nas células do
intestino, tanto nas colunares quanto nas regenerativas, € que os hemdcitos e o sistema traqueal
permitiam a infec¢do sistémica da larva. A rota de infeccio pelas traquéias ao longo do tempo foi
analisada em larvas de 7. ni utilizando um AcMNPYV recombinante contendo lacZ (Engelhard et al.,
1994) e corroborou as proposicdes anteriores. Mais tarde, Barret er al. (1998) utilizaram um
AcMNPV recombinante contendo o gene gfp em larvas de 7. ni e observaram que células do

intestino e hemdcitos sdo infectados simultaneamente, por volta de 24 h p. i..

OBJETIVOS

Tendo em vista a importancia econdmica de A. gemmatalis e a escassez de estudos ultra-
estruturais de tibulos de Malpighi de lepiddpteros em geral, pretendemos:

- Analisar as alteracdes causadas nos tibulos de Malpighi de A. gemmatalis por AgMNPV
recombinantes e verificar a sua relacio com a auséncia do gene egt e/ou presenga de um gene
marcador (egfp ou lacZ).

- Verificar se os virus estudados sdo capazes de se replicar em células dos tibulos de
Malpighi.

- Avaliar possiveis diferencas comportamentais entre larvas infectadas por recombinantes

diferentes e sua associa¢do com os possiveis danos aos tibulos de Malpighi.
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METODOLOGIA

1) Insetos e virus

Ovos e larvas de A. gemmatalis foram fornecidos pelas Dras. Rose Gomes Monnerat e Maria
Elita Batista de Castro da EMBRAPA/CENARGEN - Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Brasilia-DF).

As larvas foram mantidas em dieta artificial, a temperatura ambiente, em torno de 22-30°C e
o seu desenvolvimento foi monitorado diariamente.

Os inéculos virais VAgGEGTAegfp, vAgp2100egfp, vAZEGTA-lacZ, vAgGalA2 e AgMNPV
foram obtidos no laboratério de Microscopia Eletronica e Virologia Molecular da Universidade de
Brasilia e amplificados em larvas de A. gemmatalis para a produgcdo de poliedros. O virus
VAgEGTAegfp possui o gene egfp sob o comando do promotor Asp70, inserido no 16cus do gene egt
do genoma de AgMNPV (Soares, 2005) (Figura 5A). O virus vAgp2100egfp possui o gene egt € um
cassete génico hsp70-egfp (promotor hsp70 “heat shock protein” (hsp70) de D. melanogaster
comandando a expressdo do gene “enhanced green fluorescence protein” (egfp) da companhia
Clonetec, localizado logo acima do promotor do gene pol de AgMNPV (Hallwass, 2005) (Figura
5B). O virus vVAgEGTA-lacZ tem o gene de E. coli lacZ sob o controle do promotor constitutivo
“heat shock protein” (hsp70) de D. melanogaster, inserido no l6cus do gene egt do genoma de
AgMNPV (Pinedo et al., 2003) (Figura 5C). O recombinante vAgGalA2 tem o gene lacZ sob o
controle do gene da poliedrina de AgMNPYV inserido no lécus da poliedrina do genoma de
AgMNPV (Ribeiro et al., 2001) (Figura 5D). Além disso, esse virus tem um fenétipo de oclusio
negativa, uma vez que nao sintetiza poliedrina.

Para a producio inicial dos indculos virais, foram utilizadas cerca de 50 larvas para cada
virus, com aproximadamente 100 unidades formadoras de placa (pfu) de BV de cada in6culo

injetadas na hemolinfa com o auxilio de uma micro-seringa. Apds a morte dos insetos (cerca de 120
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h p. i.), purificou-se os poliedros seguindo o protocolo descrito por Maruniak (1986). Para a
producdo de poliedros contendo o virus vAgGalA2, este foi injetado (100 pfu) juntamente com o
virus selvagem AgMNPV (100 pfu) em 50 larvas de A. gemmatalis. Dessa forma, ocorre co-oclusao
de particulas virais de ambos os virus em uma matriz de poliedrina proveniente de AgMNPV. Os
poliedros foram contados em uma camara de Neubauer, para determinacdo do titulo viral e, em

seguida, armazenados a 4° C.
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A phsp70 Fenétipo
-egt +egfp
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pegt Fragmento de egt
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Figura 5. Diagrama mostrando as constru¢des génicas utilizadas nos baculovirus recombinantes.
(A) vAgEGTAegfp — cassete hsp70-egfp inserido no 16cus do gene egt; (B) vAgp2100egfp - cassete
hsp70-egfp inserido logo acima do promotor do gene pol; (C) VAZGEGTA-lacZ - cassete hsp70-lacZ
inserido no lécus do gene egtr e (D) vAgGalA2 - cassete gpt-lacZ inserido no 16cus do gene pol.
Siglas: pegt — promotor do gene egt de AgMNPV; pgpt — promotor do gene gpt (guanina
fosforibosiltransferase) de E. coli; phsp70 — promotor hsp70 de D. melanogaster; pol — gene da

poliedrina de AgMNPV; ppol — promotor do gene poliedrina.
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2) Infeccao das larvas e isolamento dos tiabulos de Malpighi

Larvas de 4° instar foram inoculadas oralmente com 3 ul de 4gua destilada contendo 1.000
poliedros, diretamente na regifo anterior do intestino com a ajuda de uma micro-seringa Hamilton e
foram mantidas em dieta artificial a temperatura ambiente. Dois grupos controle foram obtidos: o
primeiro inoculando-se 3 ul de dgua destilada contendo o in6culo de AgMNPV e o segundo pela
inoculacdo de dgua destilada. Larvas de 5° instar foram utilizadas nos controles para verificar
alteracdes causadas pela mudanga de instar.

Para todos os virus, os tibulos de Malpighi foram coletados em diferentes tempos pds-
infecgdo (24, 72 e 120 h p. i.). As larvas foram dissecadas usando-se uma lupa Stemi SV 11 Zeiss
por meio de uma incisdo longitudinal na cuticula dorsal ao longo do comprimento do corpo e os
tibulos de Malpighi extraidos foram processados para os diferentes tipos de microscopia.

Para os tibulos de Malpighi de larvas infectadas com recombinantes contendo o gene lacZ
houve um tratamento extra. Eles foram incubados com o substrato de LacZ (X-gal) (Engelhard et
al., 1994; Flipsen et al., 1995a; 1995b). A incubacdo foi realizada com um “enhancement buffer” (5
mM KyFe(CN)g, 5 mM K;Fe(CN)g, 2 mM MgCl, em dgua destilada) contendo 5-bromo-4-cloro-3-
indolil B-D-galactoside (X-gal) a 1,5 mg/ml por 12 h em escuridao total. Com a expressdao da
proteina marcadora nas regides infectadas, pode-se ver focos azuis devido a degradacdo do reagente

X-gal.

3) Procedimentos para observacio da morfologia dos tibulos de Malpighi

3.1) Microscopia de luz (ML): Os tibulos de Malpighi de larvas infectadas com o
baculovirus foram analisados em microscopio de luz Axiophot Zeiss, equipado com fluorescéncia
para observacdo dos virus contendo o gene egfp e contraste interferencial diferencial (DIC).

Utilizou-se luz azul na microscopia de fluorescéncia (490 nm) para deteccdo da fluorescéncia verde
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(515 nm) da proteina EGFP. Para reduzir a autofluorescéncia, os tubulos infectados com
recombinantes contendo egfp foram corados com azul de toluidina 0,5% por 30 s (Ruzin &
Sylvester, 1994). Os tiibulos de Malpighi infectados com recombinantes contendo o gene lacZ

foram observados usando contraste interferencial diferencial (DIC).

3.2) Microscopia Eletronica de Transmissao (MET): Os tiibulos de Malpighi de larvas
infectadas foram fixados em 2% glutaraldeido-2% paraformaldeido em 0,1 M tampao cacodilato de
sodio pH 7.3 contendo 5% de sacarose, durante 2 h e pds-fixados em 1% tetrxido de 6smio-0.8%
ferricianeto de potdssio em tampao cacodilato de s6dio 0,1 M , pH 7.3, 5 mM de cloreto de célcio
durante 1 h. Em seguida, realizou-se a contrastacdo in block com acetato de uranila 0,5% overnight.
A desidratagdo foi realizada em gradiente crescente de acetona (30 a 100%) e a inclusao em resina
Spurr. Apds a ultramicrotomia, as se¢des ultrafinas foram contrastadas em acetato de uranila e
citrato de chumbo (Haddad et al., 1998). O material foi analisado e fotografado em microscopio

eletronico de transmissao Jeol 1011.

3.3) Microscopia Eletronica de Varredura (MEV): Os tibulos de Malpighi, nas mesmas
condi¢des descritas anteriormente, foram processados para andlise em microscépio eletrénico de
varredura Jeol 840A. O processamento envolveu a fixagdo, pés-fixacdo, desidratagdo, conforme
descrito para MET, secagem ao ponto critico com CO; no secador Balzers CPD 030 e cobertura

com ouro no aparelho Sputter Coater Balzers SPD 050 (Haddad et al., 1998).

4) Bioensaios

Os bioensaios foram realizados utilizando-se 30 larvas de A. gemmatalis para cada inéculo

viral. As inocula¢des foram realizadas conforme descrito anteriormente no item 2, utilizando a
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mesma quantidade de poliedros para todos os indculos. Para cada indculo viral, foram feitas trés
repeticdes, das quais foram calculadas suas respectivas médias.

As larvas foram mantidas individualmente em copos plasticos sob dieta artificial e
temperatura ambiente e monitoradas a cada 24 h. As larvas mortas em periodos anteriores a 72 h p.
i. foram consideradas mortas por trauma pds-infec¢ao e por isso ndo foram contadas no bioensaio.
As larvas eram consideradas mortas na auséncia de resposta motora a estimulos fisicos e aquelas
que se tornaram pupas invidveis também deixaram de ser contadas. As pupas que se tornavam
mariposas eram consideradas sobreviventes.

Os dados de mortalidade foram submetidos a andlise Probit (Finney, 1971).Utilizou-se o
programa de andlises estatisticas Micro Probit para calcular o tempo que cada baculovirus levou
para causar mortalidade em 50% da populacao larval (Tempo letal médio 50%, LTsp) assim como

outros parametros associados (limites fiduciais de 95%, inclinacéo e teste do XZ).

RESULTADOS

1) Comportamento larval pés-infeccao

Ap6s a infecgdo oral das larvas utilizando indculo liquido contendo poliedros, estas
apresentaram mudangas comportamentais. Algumas horas depois, as larvas ja se alimentavam e se
locomoviam menos. Algumas larvas infectadas conseguiram passar para 5° instar no periodo entre
48 e 72 h p. i. Essas observacOes foram constatadas para todos os baculovirus utilizados, variando
apenas a quantidade de larvas que passaram de instar. As larvas controle alimentavam-se, cresciam
e se movimentavam mais que as larvas infectadas, realizando muda para 5° instar por volta de 24 e

48 h depois de injetadas com dgua.
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2) Morfologia dos tiibulos de Malpighi pos-infeccdo

Observacdes iniciais utilizando os tempos de 3, 6 e 12 h p. i. ndo mostraram diferencas
significativas entre si e entre 24 h p. i. Além disso, os tempos de 48 e 96 h p. i. também ndo
apresentaram diferencas relevantes em relagdo a 72 e 120 h p. i., respectivamente. Dessa forma,
para todos os indculos, os resultados estdo organizados de forma a mostrar os periodos inicial,

intermedidrio e tardio de infec¢do representados por 24, 72 e 120 h p. i., respectivamente.

2.1) Controles

Ao injetar apenas agua destilada oralmente, observou-se que os tiibulos de Malpighi controle
apresentavam integridade estrutural do epitélio e da lamina basal ao longo dos tibulos. Observou-se
também, células traqueolares sadias ligadas aos tibulos (Fig. 6A). Além disso, nas larvas de 5°
instar, observou-se apenas alteragdes nos tamanhos dos tibulos de Malpighi em relacdo as larvas de
4° instar (dados nao mostrados). As andlises por microscopia de fluorescéncia revelaram algumas
manchas de fluorescéncia amarelada, principalmente na regido proximal dos tdbulos que,
provavelmente, sdo provenientes de componentes organicos do metabolismo do inseto e que
provocam o fendmeno da autofluorescéncia (Billinton & Knight, 2001) (Fig. 6B). A coloragdo
alaranjada € resultante da rea¢do com azul de toluidina, utilizado para reduzir a autofluorescéncia
sobrepondo parte do espectro da autofluorescéncia (Ruzin & Sylvester, 1994). Sem a utilizacio
desse recurso, tem-se um forte espectro de comprimento de onda entre o amarelo e o verde (Fig.
6C).

Andlises por microscopia eletronica de varredura (MEV) mostraram que tibulos de
Malpighi controle apresentavam rugosidades de pequeno tamanho na superficie. A superficie

possuia estabilidade e integridade e os tiibulos mostravam um aspecto regular ao longo de toda a
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sua extensdo, juntamente com traquéolos e traquéias inteiras associados, os quais também
apresentaram aspecto sadio (Fig. 6D).

Os tdbulos de Malpighi visualizados por microscopia eletronica de transmissdo (MET)
apresentaram integridade estrutural ao longo de sua extensdo. A grande maioria das células
observadas era do tipo principal. As invaginacdes basais sdo dobramentos da membrana plasmética
ocupando, em média, cerca de 25% da altura (4rea) celular, podendo haver, ocasionalmente, a
presenca de mitocOndrias na regido. Os espacos citoplasméticos ocupavam a regido basal das
células, logo acima das invaginacdes basais e seus tamanhos variavam entre 1 a 2 pm de didmetro.
Estes se assemelham a pequenas lacunas dentro das células. As mitocondrias, em formatos finos e
alongados, eram encontradas ao longo de toda a célula, havendo uma maior concentracdo das
mesmas na regido apical e no interior das microvilosidades. As microvilosidades apresentavam-se
bem organizadas, com comprimento variando entre 1 € 3 um. O nicleo localiza-se na regido
intermedidria das células, ocupando grande parte dessa drea (Fig. 6E). As células também
apresentavam juncdes celulares comunicantes do tipo fenda. A lamina basal continua ndo
apresentou deformacdes ou degradacodes, porém havia diferencas em sua espessura ao longo dos

tibulos (Fig. 6F).
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Figura 6. Micrografias de tibulos de Malpighi do experimento controle. (A-C) Micrografias de luz
(DIC) e fluorescéncia. (A) Microscopia de luz; setas indicam células traqueolares ndo infectadas.
(B) Microscopia de fluorescéncia; asteriscos indicam manchas de autofluorescéncia. (C)
Microscopia de fluorescéncia, asteriscos indicam dreas de autofluorescéncia. (D-F) Micrografias
eletronicas de varredura e transmissao. (D) MEV; t — traquéia, cabecas de seta indicam rugosidades
e setas indicam traquéolos. (E-F) MET; ec — espacos citoplasmaticos, ib — invaginag¢des basais, 1b —
lamina basal, m - mitocondrias, mv — microvilosidades, n —nicleo, cabeca de seta indica jungdo

celular.
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2.2) Anticarsia gemmatalis multiple nucleopolyhedrovirus (AgMNPYV)

A infec¢do com o virus selvagem AgMNPV causou uma degeneragdo progressiva dos
tibulos de Malpighi das larvas. Até 24 h p. i., os tibulos apresentaram alteragdes muito sutis ao
longo de sua extensdo quando observados na microscopia de luz (Fig. 7A). Com o decorrer do
tempo, os tibulos comecaram a apresentar um padrido de degeneracdo semelhante a uma
granulagdo, onde podem ser observados pequenos espagos entre as células, por volta de 72 h p. i.
(Fig. 7B). As 120 h p. i., os tiibulos apresentavam um avango no processo de degeneragio tecidual,
onde ocorrem espagos mais evidentes entre as células, em relacdo a 72 h p. i. (Fig. 7C), porém a
lamina basal manteve sua integridade durante todos os periodos.

Em nivel ultra-estrutural, a superficie dos tibulos em MEV, correspondente a Idmina basal,
alterou seu aspecto em relacdo a superficie dos tibulos controle ja com 24 h p. i. As rugosidades
presentes nos tibulos controle estavam ausentes ou em baixissima quantidade e os tubulos
demonstravam um aspecto ressecado e flacido de sua superficie (Fig. 7D). Até 72 h p. i., essas
alteracdes tornaram-se mais distintas e presentes ao longo dos tibulos. As reentrancias originadas
pela frouxidao interna do tecido tornaram-se mais profundas enquanto os traquéolos ficaram
escassos (Fig. 7E). Mais tarde, em 120 h p. i., o tecido ficou ainda mais flacido, fazendo com que as
reentrincias ficassem mais proximas e profundas formando pequenas cavidades semelhantes a
poros na superficie (Fig. 7F). No interior dos tdbulos, o epitélio apresentou deformacdes,
segmentacdes e desorganizacao estrutural (Fig. 7F - detalhe).

Ao MET, em 24 h p. i., observou-se alteracdo no tamanho das invaginacdes basais. Em
algumas por¢des da regido distal, ndo se observou mais espagos citoplasmaticos. Além disso,
algumas das mitocOndrias apicais migraram para a por¢do basal e apresentavam alteracdes em sua
forma e degeneracdo interna. Observou-se uma maior quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso
e suave compactacdo das invaginacdes basais (Fig. 8A). Enquanto isso, na superficie das

microvilosidades e no limen, observou-se a presenca de secrecdo do tipo apdcrina, contendo
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fragmentos citoplasmaticos com mitocondrias em sua periferia (Fig. 8B). Apods esse periodo,
observou-se grandes transformagdes na morfologia do tecido. Em 72 h p. i., as invagina¢des basais
tornaram-se mais difusas, resultando em grande desorganizacdo epitelial. Os espacos
citoplasmadticos tornaram-se maiores e mais numerosos. Esses eventos somados resultaram em uma
mudan¢a morfoldgica das células, alterando a forma do nicleo e a organizacdo e tamanho das
microvilosidades. Além disso, o citoplasma apresentava uma maior densidade (Fig. 8C). Ainda foi
possivel observar algumas células expelindo seu conteudo citoplasmadtico para o limen dos tibulos
(Fig. 8D). Com 120 h p. i, o aspecto geral do tecido ndo mudou muito. Algumas regides
apresentavam suas invaginacdes basais frouxas e difusas, enquanto em outras por¢des dos tibulos,
estavam compactas e colapsadas. Porém, nesse periodo foi possivel notar mudangas na organizacio
e morfologia das organelas, como o deslocamento de muitas mitocdndrias para as regides basais das
células, invadindo o espago das invaginacoes basais. Além disso, muitas mitocOndrias apresentavam
degeneracdo e um formato disforme ou arredondado (Fig. 8E). Os reticulos endoplasmaticos
rugosos apresentavam-se bem desenvolvidos, e as microvilosidades estavam curtas e
desorganizadas (Fig. 8F). Ndo houve indicios de infeccdo viral, como arredondamento celular,
formacao do estroma virogé€nico e presenca de agregados protéicos e particulas virais, nas células

dos tibulos de Malpighi ao longo de todos os periodos observados.
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Figura 7. Micrografias de tubulos de Malpighi de larvas infectadas por AgMNPV. (A-C)

Micrografias de luz, (A) 24 h p. i.,, B) 72 h p. i., (C) 120 h p. i. Asteriscos indicam dreas de
degeneracido tecidual. (D-F) MEV; (D) 24 h p. i., (E) 72 h p. i., (F) 120 h p. i. — detalhe: superficie

do interior dos tibulos. Cabecas de seta indicam poros e setas indicam traquéolos.
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Figura 8. MET. (A-B) Imagens provenientes de tdbulos de Malpighi de larvas infectadas por
AgMNPV com 24 h p. i. (C-D) 72 h p. i. (E-F) 120 h p. i.; ¢ — concre¢do, ec — espagos
citoplasmaticos, ib — invaginagdes basais, b — Ildmina basal, m - mitocondrias, mv —
microvilosidades, n —ntcleo, r - reticulo endoplasmatico rugoso, t — célula traqueolar, vs — vesicula

secretora, asterisco indica expulsao de por¢ao citoplasmatica.
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2.3) vAgp2100egfp

Infectando-se as larvas com o indculo do AgMNPV recombinante contendo o gene egfp foi
possivel observar, com 24 h p. i., uma leve mudanca de organizacdo tecidual dos tibulos. Nesse
tempo, observou-se a presenca de fluorescéncia em algumas poucas areas dos tibulos de Malpighi
(Fig. 9A). Com o passar do tempo, a proteina fluorescente foi sendo filtrada pelos tibulos,
formando regides de acimulo de EGFP, permitindo o registro de focos com maior intensidade de
fluorescéncia (Fig. 9B). Nesse mesmo periodo de 72 h p. i., o padrdo do epitélio dos tibulos mudou
para um aspecto degenerado, com o estabelecimento de espagos entre as células. Com 120 h p. i., a
degeneracdo dos tibulos de Malpighi progrediu, prevalecendo um aspecto granular no tecido. A
fluorescéncia tornou-se fraca e difusa em alguns pontos dos tibulos, enquanto em outras regides
observaram-se diversas vesiculas fluorescentes por grandes extensdes dos tibulos ja degenerados
(Fig. 9C).

Na andlise utilizando MEV, em 24 h p. i., os tiibulos apresentaram aspecto ressecado e
flaicido, com sua superficie repleta de reentrancias pouco profundas e contendo traquéolos
ressecados associados (Fig. 9D). Além disso, ndo foram observadas rugosidades na superficie. Mais
tarde, a flacidez e as reentrancias resultaram na formacgao de depressdes ao longo da superficie dos
tubulos de Malpighi, por volta de 72 h p. i. (Fig. 9E). Com 120 h p. i., houve uma invaginagdo da
lamina basal, resultando em depressdes profundas na superficie dos tibulos, semelhantes a poros e a
presenca de traquéolos degenerados (Fig. 9F). Os tibulos apresentavam protuberancias semelhantes
a bolhas juntamente com acimulo de cristais ao longo da extensdo de sua superficie, indicando
possivel ruptura da lamina basal (Fig. 9F - detalhe).

Quando analisados ao MET, os tibulos de Malpighi de larvas infectadas com 24 h p. i.
mostraram as células com microvilosidades bem organizadas e contendo mitocondrias em seu
interior e na regido apical das células (Fig. 10A). Além disso, percebeu-se uma lamina basal integra

e continua, sem deformacdes. As invaginacdes basais apresentaram um aspecto mais compacto,
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porém seu tamanho era semelhante ao controle. Os espacos citoplasmaticos aumentaram em
nimero, porém seus tamanhos foram reduzidos (Fig. 10B). Algumas células traqueolares
observadas ndo mostraram particulas virais em seu interior, mas sua morfologia estava alterada,
apresentando um tamanho desproporcional e deformado (Fig. 10B - detalhe). Com 72 h p. i,
observou-se um aumento do tamanho dos espacos citoplasmaticos juntamente com dilatacdo e
ruptura das invaginacdes basais (Fig. 10C). As mitocondrias da regido apical e microvilosidades
comecaram a ficar arredondadas e densas (dados nao mostrados). Enquanto isso, outras células se
apresentaram lisadas, revelando um nicleo com aspecto degenerado (Fig. 10D). Observou-se, com
120 h p. i., células traqueolares contendo particulas virais em seu interior, poliedros em seus
ndcleos e outras células lisadas (Fig. 10E). Alguns espagos citoplasméticos foram preenchidos,
formando enormes vesiculas contendo provavel material lipidico, enquanto outros menores, eram
formados proximos a regido basal das células (Fig. 10F). A desorganizacdo tecidual progrediu
concomitantemente a infeccdo viral, havendo presenca de mais células em processo de morte
celular, com suas microvilosidades e mitocondrias apicais rompidas (Fig. 10F - detalhe). Contudo,

ndo foram observados sinais de infecc¢do viral nas células dos tibulos de Malpighi nos periodos

descritos.
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75 am

Micrografias de fluorescéncia; (A) 24 h p. i.,, (B) 72 h p. i, (C) 120 h p. i. Asteriscos indicam
fluorescéncia da proteina EGFP. (D-F) MEV; (D) 24 h p. i, (E) 72 h p. i., (F) 120 h p. i. — detalhe:
cristais na superficie dos tibulos. ¢ — cristais, cabecas de seta indicam poros, setas indicam

traquéolos.
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Figura 10. MET. (A-B) Imagens provenientes de tubulos de Malpighi de larvas infectadas por
vAgp2100egfp com 24 h p. i. (C-D) 72 h p. i. (E-F) 120 h p. i.; ec — espagos citoplasméticos, ib —
invaginacdes basais, Ib — lamina basal, m - mitocdndrias, mv — microvilosidades, n —ntcleo, p —
poliedro, r - reticulo endoplasmético rugoso, t — célula traqueolar, v — vesicula e cabeca de seta

indica particula viral.
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2.4) vAgEGTAegfp

Da infeccdo por vAgEGTAegfp constatou-se a presenca de traquéolos emitindo
fluorescéncia verde caracteristica de EGFP (Fig. 11A), indicando que as células traqueolares estdao
infectadas, em 24 h p. i. Além disso, poucos focos difusos de EGFP foram observados no interior
dos tibulos, mascarados pela autofluorescéncia. Em 72 h p. i., a quantidade de focos de EGFP
continuou constante, porém havia um nimero maior de traquéolos emitindo uma fluorescéncia mais
intensa (Fig. 11B). Com o passar do tempo, por volta de 120 h p. i., os tibulos foram degenerando e
a fluorescéncia proveniente de EGFP no interior dos tibulos enfraqueceu, enquanto varios focos de
autofluorescéncia se acumulavam no interior das células dos tibulos de Malpighi (Fig. 11C),
provavelmente pelo actimulo de substincias comumente armazenadas por estas células, como 4cido
urico, por exemplo.

Auséncia de rugosidades vistas em tibulos controle, traquéolos flacidos e aparecimento de
reentrncias pouco profundas, porém extensas, na superficie dos tibulos de larvas infectadas por
vAgEGTAegfp em 24 h p. i. foram observadas em MEV (Fig. 11D). No entanto, a andlise da
superficie do epitélio no interior dos tibulos revelou um tecido com alta integridade estrutural e
morfologia usual (Fig. 11D - detalhe). Por volta de 72 h p. i., algumas regides apresentavam
depressdes, que pareciam principio de poros, no lugar de reentrancias (Fig. 11E). Enquanto isso, no
interior dos tdbulos, o tecido apresentou deformacdes e desorganizacio estrutural, porém
permitindo a visualizag@o das secrecdes apdcrinas (Fig. 11E - detalhe). Finalmente, com 120 h p. i.,
na superficie dos tibulos, foram observadas protuberancias semelhantes a bolhas juntamente com
algumas reentrancias indicando progresso na degeneracio dos tibulos (Fig. 11F).

Alteracdes ultra-estruturais observadas por MET apontaram, em 24 h p. i., dilatagdo e
principio de ruptura das invaginagdes basais em algumas regides dos tibulos. As invaginacdes
ocupavam grande parte da altura (4rea) celular, as microvilosidades apresentavam poucas ou

nenhuma mitocondria em seu interior, enquanto algumas células apresentavam vactolos contendo
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provaveis concre¢des. A maior presenca de concregdes pode estar associada com uma maior
quantidade de reticulo endoplasmdtico rugoso (Fig. 12A). Algumas células principais expulsavam
grandes por¢cdes do conteddo citoplasmdtico contendo mitocdndrias no centro e na periferia (Fig.
12B). Mais tardiamente, em 72 h p. i., tdbulos apresentavam células principais lisadas, com
principio de expulsdo nuclear (Fig. 12C). Enquanto isso, outras células apresentavam redugao do
comprimento das invaginac¢des basais para cerca de 15% do tamanho celular, com auséncia de
espacos citoplasmadticos e predominincia de mitocdndrias nas microvilosidades e na regido basal
(Fig. 12D). As mudancas morfolégicas ocorridas em 72 h p. i. mantiveram-se em 120 h p. i,
inclusive o rompimento de grande parte da membrana plasmética de algumas células, levando a
saida de citoplasma para o limen dos tiibulos e a lamina basal apresentou algumas deformacdes
proximas a regides de células lisadas (Fig. 12E). Por outro lado, em algumas regides, as
invaginacdes basais sofreram expansdo (Fig. 12F). Nao foi observado nenhum indicio de infeccao

viral nas células dos tibulos de Malpighi nos periodos analisados.
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Figura 11. Micrografias de tibulos de Malpighi de larvas infectadas por vAgEGTAegfp. (A-C)

Micrografias de fluorescéncia; (A) 24 h p. i,, (B) 72 h p. i., (C) 120 h p. i. Asteriscos indicam
fluorescéncia da proteina EGFP e seta indica célula traqueolar infectada. (D-F) MEV; (D) 24 h p. i,
(E) 72 h p. i., (F) 120 h p. i. Detalhes: superficie do interior dos tibulos, asteriscos indicam

protuberancias, cabecas de seta indicam poros, setas indicam traquéolos.
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Figura 12. MET. (A-B) Imagens provenientes de tubulos de Malpighi de larvas infectadas por
VAgEGTAegfp com 24 h p. i. (C-D) 72 h p. i. (E-F) 120 h p. i.; ¢ — concrecdo, ec — espagos
citoplasmaticos, ib — invaginagdes basais, b — Ildmina basal, m - mitocondrias, mv —
microvilosidades, n —ntcleo, r - reticulo endoplasmadtico rugoso, vs — vesicula secretora, cabeca de

seta indica deformac¢ao da lamina basal.
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2.5) vAgGalA2

Os tibulos de Malpighi de larvas infectadas pelo baculovirus vAgGalA2 apresentaram, no
periodo de 24 h p. i., um aspecto normal semelhante aos tibulos controle (Fig. 13A). No intervalo
entre 48 e 72 h p. i., observou-se o aparecimento de focos azuis nas células traqueolares associadas
aos tibulos. Ainda, manchas azuis foram observadas no interior dos tibulos nas regides de contato
com as células traqueolares (Fig. 13B). Mais tarde, ja a 120 h p. i., havia grandes focos e manchas
azuis da mesma natureza dos descritos no periodo anterior, juntamente com outros focos no tecido
adiposo. Além disso, foram observadas manchas difusas, mais claras, no interior dos tibulos, porém
em dreas outras que ndo as regidoes de contato com as células traqueolares (Fig. 13C), o que indica
filtracdo de LacZ (B-galactosidase) da hemolinfa ou difusdo da proteina marcadora entre as células.

Ao analisar os tibulos por MEV, constatou-se novamente a auséncia de rugosidades e a
presenca de reentrincias rasas, mas numerosas, juntamente com um aspecto flacido e ressecado, em
24 h p. i. (Fig. 13D). Ja com 72 h p. i., observou-se extensa degeneracdo da superficie traqueal
ocasionada por poros (Fig. 13E). As reentrancias da superficie tornaram-se mais severas e
profundas. No interior dos tibulos, o epitélio indicava sinais de desorganizacdo estrutural e de
degeneracao (Fig. 13E - detalhe). No periodo de 120 h p. i., os niveis avancados de degeneracdo nao
eram vistos apenas nos tibulos, mas também nas traquéias. Percebeu-se poucas diferencas na
superficie dos tibulos, em relacdo a 72 h p. i., havendo apenas maior profundidade das reentrancias,
indicando provavel degeneracdo na parte interior dos tdbulos (Fig. 13F).

Observacdes iniciais a0 MET mostraram alteragdes nas células principais em suas
invaginacdes basais, espacos citoplasmadticos e microvilosidades. Com 24 h p. i., as invaginacdes
basais, representavam cerca de 10% ou menos da altura (drea) celular. Os espacos citoplasmaticos
estavam menores € pouco numerosos, € as microvilosidades mantiveram sua organiza¢do, mas
estavam menores e mais compactadas (Fig. 14A). Em outras regides dos tibulos, observou-se

acimulo de provavel material protéico na regido apical de algumas células juntamente com reducio
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e desorganizagdo das microvilosidades (Fig. 14B). O periodo de 72 h p. i. revelou uma diminui¢ao
ainda maior na quantidade de espacos citoplasmdticos nas células. Além disso, as invaginagdes
basais continuavam reduzidas, porém as células apresentavam grande atividade secretora, tanto de
vesiculas quanto de secre¢des apdcrinas. Em vdrias regides pode-se observar uma secre¢do massiva
de vesiculas de tamanhos variados, entre 1 e 6 um, contendo mitocondrias em sua periferia (dados
nao mostrados), como descrito anteriormente. Observou-se também, indicios de expulsao celular do
tecido, com uma regido apical celular bastante desorganizada (Fig. 14C). Células apresentavam
granulagdes eletron-densas em seu citoplasma préximos ao reticulo endoplasmdtico rugoso e
reducdo no tamanho das microvilosidades, porém a organizacdo sofreu poucas alteracdes (Fig.
14D). As granulagdes sdo, provavelmente, moléculas de glicogénio que costumam ocupar todos os
segmentos dos tibulos de Malpighi. Com o progresso da infeccdo na larva, os tidbulos sofreram
novas mudancas em 120 h p. i., observou-se dilatagdo das invaginagdes basais, fundindo-se em
alguns pontos com os espagos citoplasmaticos (Fig. 14E). Essas fusdes provocaram o aparecimento
de grandes lacunas entre as células e a 1amina basal (Fig. 14F). Uma maior densidade do citoplasma
das células foi observada nesse periodo. Nao houve indicios de infeccdo viral nessas células em

nenhum dos periodos observados.
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Figura 13. Micrografias de tdbulos de Malpighi de larvas infectadas por vAgGalA2. (A-C)

Micrografias de luz; (A) 24 h p.i., (B) 72 h p. i., (C) 120 h p. i. Seta indica traquéia e cabega de seta
indica célula traqueolar infectada. (D-F) MEV; (D) 24 h p. i., (E) 72 h p. i. — detalhe: superficie do

interior dos tibulos, (F) 120 h p. i. Cabegas de seta indicam poros.
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Figura 14. MET. (A-B) Imagens provenientes de tubulos de Malpighi de larvas infectadas por
vAgGalA2 com 24 h p. i. (C-D) 72 h p. i. (E-F) 120 h p. i.; ec — espacos citoplasmdticos, g —
granulos de glicogénio, ib — invaginag¢des basais, b — lamina basal, m - mitocondrias, mv —
microvilosidades, n —ntcleo, r - reticulo endoplasmatico rugoso, vs — vesicula secretora, asteriscos

indicam agregados de provavel material protéico.
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2.6) vAgEGTA-lacZ

Utilizando o indculo contendo o gene egt deletado, a infeccdo por vVAgEGTA-lacZ revelou
uma predominéncia de focos azuis em células traqueolares associadas aos tibulos de Malpighi a
partir de 48 h p. i., sendo que o periodo de 24 h p. i. foi marcado por escassos focos ao longo dos
tibulos (Fig. 15A). Observou-se indicios de degeneragdo epitelial e dreas com manchas azuladas
como as descritas anteriormente para o virus vAgGalA2. Com o decorrer da infec¢do, os tubulos
continuaram a apresentar os focos azuis nas células traqueolares, porém adquiriram um aspecto
granulado por toda sua extensdo as 72 h p. i. (Fig. 15B) e esse padrdo progrediu para uma
granulacdo e degeneracdo, juntamente com a difusdo da proteina LacZ por grandes extensdes dos
tibulos durante o periodo de 120 h p. i. (Fig. 15C).

Alteracdes ultra-estruturais na superficie dos tibulos assemelharam-se muito as provocadas
pelos outros baculovirus. Com 24 h p. i., observacdes por MEV revelaram o desaparecimento das
rugosidades presentes em tibulos controle, porém sem apresentar o aspecto ressecado e flacido,
apresentando apenas pequenas protuberancias na superficie (Fig. 15D). Com o passar do tempo, os
tibulos adquiriram o aspecto ressecado e flacido apresentando reentrancias de profundidade
moderada e traquéolos lesionados, por volta de 72 h p. i. (Fig. 15E). Ao final da infecc¢ao, os tibulos
apresentaram alto grau de degeneracdo, apresentando grandes protuberincias juntamente com
reentrincias profundas, causando poros na superficie dos tibulos em 120 h p. i. (Fig. 15F).

Anilises por MET, em 24 h p. i., permitiram a observacdo do alargamento das invaginagdes
basais das células principais em algumas regides (Fig. 16A). Em outras regides, as invaginagdes
encontravam-se normais, porém nos espagos citoplasmaticos, pode ser observado um material
granular fino. As microvilosidades encontravam-se levemente reduzidas (Fig. 16B). Conforme o
progresso da infeccdo, os tibulos sofreram grandes modificacdes. Os espagos citoplasmaticos
desapareceram, em virtude da extensa dilatacdo ocorrida nas invaginacdes basais em 72 h p. i., em

vérias regides dos tibulos, ocupando entre 40 a 90% da altura (drea) celular. Na regido apical das
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células foram observadas estruturas semelhantes a espacos citoplasmaticos (Fig. 16C). Foram
observados padrdes morfolégicos incomuns do ntcleo, como alta condensagdo da cromatina; o
citoplasma dessas células estava muito denso, dificultando a localizacdo de possiveis organelas e
apresentava indicios de ruptura. Além disso, as microvilosidades mostravam-se desorganizadas
(Fig. 16D). A lamina basal manteve-se integra e continua até o periodo de 120 h p. i., em que se
pdde observar forte deformacdo da membrana semelhante as reentrdncias observadas por MEV
anteriormente e ruptura das invaginacdes basais, juntamente com diminuicao e desorganizacio das
microvilosidades (Fig. 16E). Nesse periodo, também se observou em outras células alta
desorganizacdo citoplasmdtica ocasionada pela presenca massiva de provéveis agregados protéicos
entre as mitocondrias, as quais ji se encontravam fora das microvilosidades, nas regides apical e
intermedidria do citoplasma (Fig. 16F). Em nenhum dos periodos observados houve indicios de

ocorréncia de infeccdo viral nas células dos tibulos de Malpighi das larvas.
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Figurél 15. Micrografias de tdbulos de Malpighi de larvas infectadas por vAgEGTA-lacZ. (A-C
Micrografias de luz; (A) 24 h p. i.,, (B) 72 h p. i., (C) 120 h p. i. Asterisco indica area de
degeneracdo tecidual e setas indicam traquéias contendo a proteina LacZ. (D-F) MEV; (D) 24 h p.
i, (E) 72 h p. i., (F) 120 h p. i. Asterisco indica protuberancia, cabegas de seta indicam poros e seta

indica traquéolo.
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Figura 16. MET. (A-B) Imagens provenientes de tubulos de Malpighi de larvas infectadas por
VAgEGTA-lacZ com 24 h p. i. (C-D) 72 h p. i. (E-F) 120 h p. i.; ec — espagos citoplasmaticos, ib —
invaginacdes basais, Ib — lamina basal, m - mitocdndrias, mv — microvilosidades, n —nicleo, r -
reticulo endoplasmatico rugoso, v — vesicula, asterisco indica agregado de material protéico e seta

indica deformacao da lamina basal.
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As principais alteragdes morfoldgicas causadas pelos diferentes baculovirus utilizados estdo
sumarizadas e sistematizadas de forma comparativa na tabela 1. Estas alteracdes referem-se a
compactagdes, expansdes, rupturas, deformacgdes e degeneracdes das estruturas celulares. A
comparacdo entre os efeitos morfoldgicos estd baseada na presenca e intensidade de cada alteracdo

observada nos tibulos de Malpighi.

Tabela 1. Intensidade e presenca das alteragcdes morfoldgicas nos tdbulos de Malpighi de A.

gemmatalis infectadas por AGMNPV e recombinantes.

Alteragdes morfoldgicas AgMNPV vAgp2100egfp  vVAGEGTAegfp vAgGalA2 vAgEGTA-lacZ

MET

Desorganizagdo das

microvilosidades
AlteracGes nos espagos
citoplasmaticos
Alteracdes nas
. L . BT Rk B e sestesk
invaginagdes basais
Alteracdes nas
. A . sk ek ek & &

mitocondrias
Secregdes apdcerinas * - sk ik *
Deformacdes na

A - - B % B
lamina basal
Densidade

. » * & & ek ek
citoplasmatica
Morte celular % 2 sk ek e
MEV
Aspecto flacido e ek sk * ik dk
ressecado
Profundidade das ik *k * *k TS
reentrancias
Protuberancias - * de - *
Invaginagdes (poros) * £ - _ 2%
Cristais - * - - -

Asteriscos (*) representam a intensidade e presenca das respectivas alteragdes morfoldgicas comparativamente entre os
baculovirus utilizados: baixa (*), média (**) e alta (***).
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3) Bioensaios

O progresso do bioensaio permitiu o acompanhamento do comportamento das larvas pds-
infeccdo. Algumas horas pds-infeccdo as larvas ja se alimentavam e se locomoviam menos. As
larvas que morreram até 48 h p. i. ndo indicavam sintomas de infecc@o e algumas continham forte
melanizacdo na regido oral e do intestino anterior, indicando possivel trauma resultante da
inoculacdo oral. Apés 72 h p. i., muitas larvas tornaram-se esbranquigcadas, enquanto um percentual
muito baixo de outras larvas conseguiu realizar muda para o 5° instar. As larvas mortas
apresentaram liquefacdo do tegumento juntamente com uma leve melanizagdo, por volta de 24 h
pOs-morte.

As infeccdes realizadas com AgMNPV resultaram em uma mortalidade larval de 75,83%
ap6s 11 dias pés-infecgcao (d p. i.). Apenas 3,6% das larvas tornaram-se pupas, enquanto 20,57%
ainda estavam vivas e em estado larval. Para as infec¢des por vAgp2100egfp, 77,83% das larvas
morreram apds 11 d p. 1. Tornaram-se pupas, apenas 7,2% dos individuos e, 14,97% estavam em
estdgio larval. As infec¢es por VAZEGTAegfp resultaram em 83,9% de mortalidade apés 11 d p. i,
sendo que 8,3% dos individuos tornaram-se pupas, € 7,8% estavam vivas e em estagio larval.
Utilizou-se o virus vAgGalA2 (co-ocluido com o virus selvagem) e obteve-se 100% de mortalidade
em 11 d p. i. Nao houve formacdo de pupas. Por sua vez, infec¢cdes por VAZEGTA-lacZ resultaram
em 88,55% de mortalidade em 11 d p. i. Apenas 11,45% tornaram-se pupas, sendo que ndo restaram
individuos no estado larval (Figura 17).

Os dados de tempo letal 50% (LTsp) revelaram que o baculovirus selvagem AgMNPV levou
aproximadamente 7,67 dias para eliminar metade da populacdo de larvas. Por sua vez, os
recombinantes VAgp2100egfp e VAgEGTAegfp levaram aproximadamente 6,92 e 6,59 dias,
respectivamente. J4 os recombinantes vAgGalA2 e VAgGEGTA-lacZ obtiveram um LTsy aproximado

de 5,08 e 5,99 dias, mostrando uma diferenca significativa em relacdo ao tipo selvagem (Tabela 2)
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(Figura 18). Os valores de x* ndo foram significativos, o que indica que os dados se encaixam no
modelo Probit utilizado.

Os valores da LTsy dos recombinantes contendo egfp ficaram préximos (~0,75 - 1,08 dias)
dos valores obtidos por AgMNPV. Houve uma sobreposi¢do entre os intervalos dos limites fiduciais
dos trés baculovirus, o que indica que nao ha uma diferenca estatistica significativa entre os valores
de LTsy dos virus. Por sua vez, a comparacdo entre os resultados obtidos para os baculovirus
recombinantes contendo o gene lacZ e o baculovirus selvagem revelou uma grande diferenca (~1,68
- 2,59 dias), ndo havendo sobreposicdo entre os limites fiduciais de VAgEGTA-lacZ e vAgGalA2
com os de AgMNPV. Isso indica que a diferenca entre os resultados dos recombinantes contendo
lacZ e de AgMNPV ¢ estatisticamente significativa. Os recombinantes contendo egfp nao
mostraram diferenca estatisticamente significativa entre si e em relacio ao AgMNPV.
Relacionando-se todos os recombinantes, apenas o vAgGalA2 ndo apresenta sobreposicdo dos
limites fiduciais, sendo sua diferenca estatisticamente significativa em relagdo aos outros

recombinantes e ao baculovirus selvagem.

100% ~

75% +

W Mortas
50% -+ OPupas
OLarvas

Percentual de larvas

25%

0%

AgMNPV vAgp2100egfp VAgEGTAegfp VAgQEGTA-lacZ vAgGalA2
Baculovirus utilizados

Figura 17. Larvas de A. gemmatalis infectadas com AgMNPV selvagem e recombinantes
apresentando os diferentes estdgios larvais durante o periodo do experimento (11 d p. i.) e o

percentual de mortalidade (n=30).
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Tabela 2. Valores de tempo letal médio (LTsg), limites fiduciais de 95% da LTso (95% LF),

inclinacio e qui-quadrado (x°) para as larvas de A. gemmatalis infectadas com os baculovirus.

2

Virus testados LTso 95% LF Inclinacdo Y
AgMNPV 7,67 7,11-8,24 4,9 4,0™
vAgp2100egfp 6,92 6,42 - 7,49 49 22,4™
vAgEGTAegfp 6,59 6,11-7,12 5,3 8,5™
vAgEGTA-lacZ 5,99 5,54 - 6,49 5,9 7,6™
vAgGalA2 5,08 4,66 - 5,45 8,4 6,5™
" Valores ndo significativos.

9-

AgMNPV
&1 I vAgp2100egfp
1 VAgEGTAegfp
a VAGEGTA-lacZ
®1 vAgGalA2

Dias pds-infeccao

Mortalidade de 50% da

céo larval para os baculovirus utilizados

Pop

Figura 18. Tempo levado para atingir 50% de mortalidade da populacdo (LTsy) de larvas de A.

gemmatalis infectadas por AgMNPV e recombinantes (n=30).

DISCUSSAO

As principais alteracdes morfoldgicas causadas em tecidos de larvas de lepidopteros durante

as mudancas de instar também sdo observadas na fase pupal, em que ocorre a metamorfose da larva.

Essas alteragdes ocorrem principalmente no epitélio intestinal, onde € observada a escamacio, e nos
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neurdnios motores e musculos, havendo degeneracdo desses tecidos e, conseguinte regeneracio dos
mesmos (Chapman, 1998). Recentemente foi demonstrado que 20-hidroxiecdisona induz apoptose
nas células das glindulas de seda de B. mori, provavelmente por vias gendmicas € ndo-gendmicas
(Iga et al., 2007).

A andlise da patologia da infec¢do nos 6rgdos de larvas de A. gemmatalis com uso do
baculovirus recombinante VAgEGTA-lacZ (Soares, 2005; Soares & Ribeiro, 2005) mostrou que
tubulos de Malpighi de A. gemmatalis sofrem degeneracio precoce. Sdo observados poros em sua
superficie e grandes vacuolos citoplasmaticos em suas células por meio de microscopia eletronica
de varredura e de transmissdo, respectivamente. Porém, ndo houve indicios de infec¢do nas células
dos tibulos de Malpighi (Soares, 2005).

Eventos semelhantes foram observados em tubulos de Malpighi de larvas de Calpodes
ethlius (Lepidoptera: Hesperiidae) inoculados com d-endotoxina de Bacillus thuringiensis (Reisner
et al., 1989), havendo inibicdo da secrecdo de fluidos e indugdo de alteracdes que culminaram em
lise celular e desorganizacdo epitelial. Dessa forma, a degeneracdo parece ndo estar relacionada
diretamente com a infeccdo viral. E possivel que o produto do gene egr viral preserve os tibulos de
Malpighi contra degeneracdo precoce, o que resulta em um retardamento da morte do hospedeiro e
conseqiiente beneficio na produgao de progénie viral. Pinedo ef al. (2003) observaram que a delecao
do gene egt resultava em redugdo da progénie viral em cerca de 50% em relacdo ao baculovirus
selvagem.

Focos de expressdo de LacZ e EGFP nas regidoes de contato entre o sistema traqueal e os
tibulos de Malpighi foram observados em microscopia de luz. A infeccdo e morte das células
traqueolares, assim como a degeneracdo de traquéolos, foram relatadas por meio das microscopias
eletronicas de transmissao e varredura. O aparecimento de focos de infeccao, por volta de 24 h p. i.,
observados por microscopia de luz em células traqueolares associadas aos tibulos de Malpighi estd
de acordo com o observado e descrito em outros trabalhos (Engelhard et al., 1994; Barret et al.,

1998). Além de prejudicar o suprimento de oxigénio do organismo, o que afeta diretamente a
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respiracdo celular, a infec¢do também pode atacar as glandulas epitraqueais, que fazem parte do
sistema traqueal e que sdo conhecidas apenas em lepidépteros. Em Manduca, cada glandula
epitraqueal € um grupo de trés ou quatro células ligadas a uma traquéia préxima de cada espirdculo.
Essas células sdo a fonte do hormoénio iniciador de ecdise (Zitnan et al., 1996). Dessa forma, a
inibicdo da mudanca de instar também pode ser influenciada pela infec¢do viral em si, ocorrendo a
infeccdo e morte das células traqueolares associadas a essas glandulas ou até mesmo as proprias
células constituintes da glandula, e ndo apenas pela presenca do gene egt viral. Além disso, as
mudangas comportamentais ocasionadas pela infec¢do por baculovirus relacionadas a redugdo na
alimentacdo também influenciam nas mudas das larvas, pois insetos ndo sintetizam esterdides. Os
esterdis, geralmente colesterol ou uma estrutura parecida sdo constituintes essenciais da dieta dos
insetos (Chapman, 1998).

Apesar da presenca das proteinas marcadoras no interior dos tibulos e das células, ndo
foram constatados indicios morfoldgicos caracteristicos de infec¢do de baculovirus em células de
inseto nos tubulos de Malpighi, como arredondamento celular, formagdo do estroma virogé€nico e
presenca de agregados protéicos e particulas virais no nidcleo e/ou citoplasma (Williams &
Faulkner, 1997). Dessa forma, pode-se imaginar que os BV conseguem entrar nas células, mas nao
conseguem se replicar, o que é pouco provavel. Provavelmente, os BV da hemolinfa nao sao
capazes de atravessar a lamina basal dos tibulos de Malpighi, que pode ter sua composi¢do
diferente da lamina basal intestinal. Além disso, mesmo para a 1amina basal intestinal, foi proposto
que os baculovirus desviam dessa barreira, infectando células da traquéia (Engelhard et al., 1994).
Existem dados na literatura mostrando absorcdo e excrecio de corantes pelos tibulos de Malpighi,
como indigo-carmine, fluoresceina e vermelho neutro; os corantes muitas vezes sdo excretados,
podendo ficar armazenados nas células, devolvidos ao limen e reabsorvidos, formando gradientes
ao longo da extensdo dos tiibulos, dependendo do corante (Wigglesworth, 1972).

Os focos iniciais de fluorescéncia nos tibulos de Malpighi, por volta de 24 h p. i., eram

decorrentes provavelmente e principalmente da filtragcdo da hemolinfa, pois a infeccdo viral ja havia
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alcangado os hemocitos (Barret et al., 1998). Isso poderia estar causando o aparecimento de focos
difusos, que dificultaram uma localiza¢do mais precisa da proteina, pois as proteinas fluorescentes
perdem a sensibilidade da observacdo quando estdo com baixa intensidade (Billington & Knight,
2001), nesse caso, devido a baixa concentracdo de EGFP filtrada por cada célula, individualmente.
Além disso, provavelmente havia difusao de EGFP, que permitia sua passagem das células
traqueolares para o interior dos tibulos de Malpighi, ocasionando o aparecimento de outros focos
difusos nas regides de contato.

Comparando-se os recombinantes contendo o mesmo gene reporter, observou-se pouca
diferenca entre as alteracdes morfologicas produzidas pela infec¢do e a intensidade das mesmas.
Porém, como esperado, em relacdo ao baculovirus selvagem AgMNPV, os recombinantes
demonstraram ser capazes de causar maiores efeitos patolégicos, em termos gerais. Contudo, devem
ser feitas consideracdes sobre as alteracdes provocadas pelos recombinantes para avaliar a
influéncia de suas constru¢des moleculares.

As infeccdes dos recombinantes vVAgp2100egfp e VAgEGTAegfp produziram padrdes e
intensidades de fluorescéncia semelhantes tanto temporalmente, quanto espacialmente, nos tibulos
de Malpighi das larvas infectadas. Em MEV, os tibulos de larvas infectadas por vAgp2100egfp
apresentaram um maior grau de frouxidao e ressecamento, juntamente com formagio de poros ao
longo da superficie, enquanto os tibulos de larvas infectadas por VAgEGTAegfp mostravam
reentrancias pouco profundas, juntamente com depressdes e protuberincias em sua superficie. No
periodo avancado de 120 h p. i.,, a infec¢do por VAgEGTAegfp produziu protuberincias mais
nitidas ao longo dos tibulos enquanto a infeccdo por vAgp2100egfp produziu poros profundos e
cristais na superficie. Ambos eventos dos recombinantes indicam degeneracdo interna e morte
celular. No caso do vAgp2100egfp, isso causou rompimento da lamina basal, resultando no
vazamento de componentes inorganicos armazenados nas células, como oxalato de calcio (Flipsen
et al., 1995a), para fora dos tdbulos, que acabaram se cristalizando. Em MET, vAgEGTAegfp

apresentou alteracdes morfoldgicas mais severas em tempos iniciais, como secrecdes apdcrinas,
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expansdo das invaginacOes basais e morte celular, enquanto vAgp2100egfp assemelhou-se a este
apenas no periodo tardio de 120 h p. i., em que, a principio, ambas infeccdes mostraram grande
avancgo dos efeitos patoldgicos.

Os recombinantes contendo LacZ, vVAgGEGTA-lacZ e vAgGalA2, por sua vez, mostraram
algumas discrepancias. O aparecimento antecipado de focos azuis provenientes da reagao de X-Gal
com seu substrato LacZ da infec¢do pelo virus VAgEGTA-lacZ em relacdo ao vAgGalA2 deve-se
ao fato de que o cassete génico lacZ de vAgGalA?2 encontra-se no l6cus da poliedrina, sob controle
de seu promotor, que € um promotor tardio, tendo seu dpice de expressdo por volta de 48 h p. i.
(Willians & Faulkner, 1997). Enquanto isso, o lacZ de VAgEGTA-lacZ estd sob controle do
promotor hsp70, que € um promotor constitutivo, que € ativo desde o principio da replicagdo viral,
ou seja, entre 30 min p. i. € 6 h p. i. (Friesen, 1997). Em MEV, vAgGalA2 mostrou causar
alteracoes de forma mais branda do que VAgEGTA-lacZ. Enquanto o primeiro apresentava
ressecamento e reentrncias, o segundo apresentava poros e protuberancias na superficie dos
tubulos, em tempos tardios. Em MET, as observagdes ndo foram diferentes. O recombinante
vAgGalA2 provocou alteragdes morfoldgicas relevantes a partir do periodo de 72 h p. i., resultando
em ampla desorganizacdo tecidual, provocada principalmente pela expansdo das invaginacdes
basais e espagos citoplasmaticos. Enquanto isso, VAgZEGTA-lacZ causou efeitos patologicos desde
periodos iniciais até periodos avangados, culminando em alteracdes mais severas, como
deformacdes na lamina basal e rompimento das invaginagoes basais. Em sintese, o forte promotor
de lacZ de vAgGalA2, ndo causou maiores efeitos patoldgicos do que o gene egt deletado de
vAgEGTA-lacZ e seu promotor hsp70, fato este que pode estar relacionado com o momento de
expressdo do promotor, o qual € tardio.

Fazendo uma comparag@o geral entre os baculovirus recombinantes utilizados na pesquisa,
constatou-se que VAZEGTA-lacZ foi o mais patogénico, seguido de vAgGalA2, vAgEGTAegfp,
vAgp2100egfp e AgMNPV. O baculovirus do tipo selvagem demonstrou ser menos patogénico

devido ao fato de causar menos dano ao tecido, isso parece estar relacionado com a auséncia de
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modificagdes moleculares. Os recombinantes contendo lacZ apresentaram maior grau de efeitos
patolégicos provavelmente devido a uma maior citotoxicidade da proteina LacZ em relacdo a
proteina EGFP. A auséncia da expressdo do gene egt também resultou em maiores efeitos
patolégicos morfolégicos quando comparados os recombinantes que contém O mesmo gene
marcador. Existe também a possibilidade da degeneracdo dos tibulos também estar associada a
algum produto viral que se gera intermedidrios téxicos ao ser metabolizado por este 6rgdo, contudo
isso ndo pode ser avaliado no trabalho.

A auséncia de rugosidades em MEV durante as infeccdes pode ser produto de um inchago
ou aumento de volume do 6rgdo devido a uma possivel participagdo dos tibulos de Malpighi em
respostas imunes (McGettigan et al., 2005), como visto em alguns 6rgaos linféticos de vertebrados.
Em MEYV foi possivel observar alteracdes antes de 24 h p. i. Isso pode ser explicado pelo fato dos
tibulos de Malpighi serem um dos primeiros érgios a entrar em contato com os BV e proteinas
virais que chegam a hemolinfa, devido a sua localizacdo livre no sistema aberto desses insetos e sua
atividade filtradora. A presenca de grandes vesiculas formadas em meio a tanta morte celular,
visualizadas em MET, pode estar relacionada com essa possivel funcdo imune dos tdbulos de
Malpighi, que aumenta significativamente sua sintese protéica e atividade secretora quando em
contato com patdgenos, podendo haver substancias antimicrobianas nessas vesiculas (McGettingan
et al., 2005).

Muitas das alteracdes visualizadas por MEV estdo relacionadas com mudancgas ultra-
estruturais observadas em MET, como por exemplo: o aspecto ressecado e flicido observado em
MEYV pode estar relacionado com a dilatagcdo e ruptura das invaginagdes basais, retirando o contato
entre o epitélio interno e a lamina basal que proporcionava sustentagdo ao tecido. Outro exemplo € a
formacdo de invaginagdes, reentrancias e poros na superficie dos tibulos, que podem estar
relacionadas com a frouxiddo descrita acima, auséncia de sustentacdo interna e pontos de

dobramento da prépria membrana.
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Ha indicios de que estejam ocorrendo pelo menos dois tipos de morte celular nas células dos
tubulos de Malpighi de larvas infectadas. Algumas células apresentaram rompimento de membrana,
com vazamento do conteddo citoplasmdtico para o limen dos tibulos, organelas degeneradas e
padrdo incomum de organizacdo nuclear, porém ndo apresentando lise nuclear, o que indica
possivel oncose (revisado por Majno & Joris, 1995); considerando necrose como um termo que
define a presenca de células mortas e soma de alteracdes ocorridas nas células apds sua morte
independente do processo pré-letal (revisado por Fink & Cookson, 2005). Oncose, também
conhecida por necrose primdria, € representada morfologicamente por eventos que levam a
visualizagdo da necrose, como degeneracdo celular e de organelas, blebbing, aumento de
permeabilidade e rompimento de membrana. Este processo de morte celular pode resultar da
presenca de agentes téxicos que interferem na geracdo de ATP, ou processos que causam consumo
de energia da célula, levando a mesma a um esgotamento energético e falha das bombas de {fons da
membrana (revisado por Fink & Cookson, 2005). Foi proposto em alguns modelos experimentais
que patégenos podem induzir oncose, como por exemplo, infeccdo por rotavirus e Pseudomonas
aeruginosa, em que as células apresentaram degeneracio de organelas, rdpida ruptura de membrana
e degeneracdo nuclear sem fragmentacdo internucleossomal do DNA (revisado por Fink &
Cookson, 2005). Portanto, € provavel que as células principais do tibulo de Malpighi, que possuem
alta atividade metabdlica relacionada com producdo de proteinas, secrecdo e transporte ativo na
membrana, possam entrar em oncose devido a diminui¢do de oxigenacdo e de nutricdo dos tibulos
resultantes da infeccdo viral no inseto e da morte das células traqueolares. Algumas células
mostraram possiveis granulos de glicogénio em seu citoplasma, o que indica utilizacdo de suas
reservas energéticas a partir da quebra do polimero de glicogénio, visando a liberagao de moléculas
de glicose para uso imediato apds atividades metabdlicas extenuantes e repentinas (Berg et al.,
2002).

Por outro lado, outras células conseguiam organizar seu citoplasma e lancar grandes

volumes de seu conteddo citoplasmético para o limen, levando consigo mitocdndrias, outras
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organelas e fragmentos nucleares, ocasionalmente. Provavelmente, essas células estavam em
processo de apoptose. Apoptose € um evento marcado por encolhimento celular e condensacdo
citoplasmdtica, marginacdo e condensacdo da cromatina no nicleo e distor¢cdes da membrana
plasmética denominadas brotamentos, que eventualmente podem dar origem a corpos apoptdticos
formados por extensdes intactas de membrana plasmdtica contendo organelas e/ou fragmentos
nucleares, resultando em um processo ndo-inflamatério (revisado por Van Cruchten & Van den
Broeck, 2002; Fink & Cookson, 2005).

O fato de ndo haver indicios de infec¢@o nessas células reduz drasticamente as chances das
células dos tibulos de Malpighi estarem protegidas contra a inducio de apoptose pela expressao de
genes virais como iap e p35 (Clem & Miller, 1994). Outro fator que reforca a probabilidade de
eventos apoptdticos € o acimulo das proteinas marcadoras EGFP e LacZ, que foram mostradas
capazes de induzir apoptose em certas concentracoes intracelulares. Liu et al. (1999) observaram
apoptose em cerca de 3% de uma populacao celular com 48 h pés-transfec¢cao plasmidial em cultura
de células animais e tumorais geradas por producdo e acimulo de GFP. Além disso, Zheng e
colaboradores (2000) relataram parada no ciclo celular e retardo no crescimento em cerca de 33%
de uma populacao de células de mamifero infectada com um adenovirus contendo o gene lacZ, em
24 h p. i. Ainda foi verificado um alto indice de acimulo de B-galactosidase no citoplasma dessas
células. As proteinas heter6logas produzidas de maneira desregulada, acumulam no citoplasma
(Brand et al., 1999), e proteinas produzidas de maneira desbalanceada e anormal podem induzir
apoptose (Aridor & Balch, 2000). No caso dos tibulos de Malpighi, foi observado que ambas as
proteinas eram absorvidas da hemolinfa pelos tibulos ou difundidas pelas células traqueolares
associadas aos tibulos de Malpighi e, em alguns casos, pode-se observar acimulo de agregados
provavelmente protéicos no citoplasma das células. Foi visualizado em microscopia de luz, que os
recombinantes contendo egfp apresentaram pequenas vesiculas fluorescentes, em 120 h p. i.,
enquanto os recombinantes contendo lacZ apresentaram grandes manchas de LacZ, o que indica que

provavelmente EGFP estd sendo processada e expelida das células, enquanto LacZ estd se
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acumulando no citoplasma. Além disso, oncose e apoptose ndo s@o processos mutualmente
exclusivos, pois oncose envolve fragmentacdo ndo-internucleossomal do DNA, que por sua vez
pode ativar vias apoptdéticas (revisado por Fink & Cookson, 2005).

Os maiores niveis de densidade citoplasmatica foram observados nos recombinantes
contendo lacZ, em que também se relatou niveis intermedidrios de células em processo de morte
celular. Nos recombinantes contendo egfp observou-se niveis semelhantes de morte celular, porém
havia baixa densidade citoplasmadtica em relagcdo aos recombinantes contendo lacZ. Provavelmente,
houve um acimulo maior de LacZ no citoplasma das células do que de EGFP devido as diferencas
de promotores, no caso de vAgGalA2, ou mesmo das préprias caracteristicas bioquimicas das
moléculas. Ou talvez, o aumento de densidade citoplasmadtica seja uma conseqiiéncia do processo
de morte celular.

As outras alteragdes morfoldgicas vistas por MET, como desorganizagcao e diminuicao das
microvilosidades, migracdo e degeneracdo de mitocOndrias, deformacdes e rupturas das
invaginacdes basais e espagos citoplasmaticos também estdo relacionadas com o avanco do
processo de morte celular. As microvilosidades, invaginacdes basais e espagos citoplasmaticos sao
afetados pelo aumento da permeabilidade da membrana plasmatica das células e conseqiiente perda
de integridade causada pelo desequilibrio osmético resultante da falha das bombas idnicas da
membrana (Fink & Cookson, 2005). O aparecimento de vesiculas contendo provavel material
lipidico, também deve estar relacionado com o estresse oxidativo nas células dos tibulos, pois
lipofuscina € um lipidio presente nos tibulos de Malpighi e sua formacao estd relacionada com
envelhecimento e acimulo de espécimes reativos de oxigénio (ROS) (revisado por Billinton &
Knight, 2001). As alteracdes da estrutura celular como um todo, principalmente em relacdo ao
posicionamento das organelas e a manutencdo da morfologia celular, estdo provavelmente
relacionadas com a desorganizagdo do citoesqueleto, ocasionada pelas caspases do processo de
apoptose (revisado por Majno & Joris, 1995) e/ou pelo acimulo de ROS (Lum & Roebuck, 2001).

As mitocOndrias, por sua vez, migram das microvilosidades devido as mudangas ocorridas na
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membrana e sofrem degeneracdo por acdo de proteinas da via apoptotica relacionadas com a
permeabilidade das membranas mitocondriais, que formam um megacanal chamado de poro de
transi¢do de permeabilidade mitocondrial (Marzo ef al., 1998), resultando na liberag¢do de citocromo
¢ no citosol. Esse evento também pode ocorrer na oncose, mas nesse caso, o metabolismo celular ja
estd danificado a ponto de ndo poder realizar a ativagdo das caspases (revisado por Fink &
Cookson, 2005). As alteracdes semelhantes a essas, observadas por Reisner et al. (1989) em tibulos
de Malpighi de larvas de C. ethlius inoculadas com d-endotoxina de B. thuringiensis também estao
relacionadas com alteracdes dos gradientes iOnicos, desequilibrio osmdtico e rompimento da
membrana plasmadtica devido ao modo de ac@o dessas toxinas, que formam poros nas membranas
dessas células (Knowles, 1994).

Comparando-se os resultados de LTsy de vAgGalA2 obtidos nesse trabalho com os de
vAgEGTA-lacZ em relagdo ao baculovirus AgMNPV obtidos por Pinedo et al. (2003), t€ém-se uma
maior diferenca entre VAgGalA2 e AgMNPV, assim como observado nesse trabalho. Eles
obtiveram uma diferenca estatisticamente significativa de cerca de 20% entre vVAgGEGTA-lacZ e o
baculovirus selvagem. Em nossa pesquisa, obtivemos resultados semelhantes para os virus, sendo a
diferenca de aproximadamente 22% de reducao da LTsy. Contudo, existe uma grande proximidade
(~0,09 dias) entre os valores dos limites fiduciais de VAZEGTA-lacZ e vAgGalA2, que pode ser
interpretada como uma sobreposicdo dos limites, considerando os erros matematicos envolvidos nos
célculos e diferengas na administracdo oral dos poliedros, em que as larvas podem acabar
regurgitando diferentes quantidades de virus. Dessa forma, pode ser sugerido que o menor tempo
médio de morte de vAgGalA2 em relacdo ao vVAgEGTA-lacZ ndo € significativo, indicando a
possibilidade de ter ocorrido ao acaso.

De acordo com os resultados do bioensaio, pode-se inferir que a proteina marcadora LacZ
mostrou maior toxicidade em relacdo a proteina EGFP, resultando em um tempo médio de morte
mais curto. Dentre os recombinantes contendo o gene egfp, a auséncia de EGT ndo se mostrou

significativa, uma vez que houve sobreposicdo dos limites fiduciais entre eles, mas para os
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recombinantes contendo lacZ houve uma diferenca estatisticamente significativa. Contudo, o fato
de haver uma diferenca significativa entre os recombinantes contendo lacZ e o AgMNPV, e de ndo
haver para os recombinantes contendo egfp, indica que o que causa um aumento significativo na
eficdcia viral, em termos de mortalidade, é a delecio do gene egf e a presenca da proteina
marcadora LacZ. Muitos dos trabalhos que relacionaram maior eficiéncia viral devido a auséncia do
gene egt, utilizaram baculovirus recombinantes contendo lacZ e egt deletado (O’Reilly & Miller,
1991; Pinedo et al., 2003), as vezes relacionando isso com a degeneragdo dos tubulos de Malpighi
(Flipsen et al., 1995a; Soares, 2005; Soares & Ribeiro, 2005).

Excetuando pelo fato de vAgGalA2 ter obtido um menor tempo médio de morte, os
resultados do bioensaio estdo de acordo com o que foi observado nas andlises pelas microscopias.
Ou seja, a reducdo no tempo médio de morte estd relacionada com a intensidade das alteragcdes
morfoldgicas nos tempos observados. Dessa forma, comparando-se todos os baculovirus utilizados
no trabalho, tém-se os recombinante contendo lacZ como os baculovirus mais eficientes contra A.
gemmatalis, havendo uma semelhanca entre eles, seguidos de VAgEGTAegfp, vAgp2100egfp e

AgMNPV.
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CONCLUSAO

Os tibulos de Malpighi sdo os principais constituintes do sistema excretor de insetos, 0s
quais regulam a composicdo da hemolinfa através da retirada de residuos nitrogenados. Eles
também tém importincia na desintoxicacdo e na resposta imune do inseto. Como ndo houve
indicios de infecc¢do nas células dos tibulos de Malpighi, acredita-se que a degeneragao do tecido
esteja ocorrendo devido a um aumento na taxa de morte celular. Isto estd provavelmente
relacionado a infec¢do do inseto como um todo, uma vez que altera seu comportamento e esgota sua
saide pela infeccdo de outros 6rgdos importantes, como por exemplo, o sistema traqueal, levando a
uma reducdo no suprimento de oxigénio no tecido e a infeccdo dos hemdcitos, que perturba o
transporte de nutrientes. Isso, por sua vez, reduz drasticamente a energia disponivel afetando érgaos
de alta atividade metabdlica como os tibulos de Malpighi, ativando oncose em suas células. Essa
degeneracdo do 6rgio pode estar relacionada também ao actimulo das proteinas marcadoras EGFP e
LacZ, que podem ser téxicas quando em alta concentracao nas células dos tibulos, o que é capaz de
induzir apoptose e acelerar o processo de morte celular no tecido.

Assim, é razodvel pensar que a auséncia de EGT, que permite que o inseto realize muda,
esta fazendo com que ocorra um gasto energético ainda maior relacionado com a mudanca de instar;
e isso, por sua vez, aumenta ainda mais a degeneracdo dos tiibulos de Malpighi, que mostraram ser
bastante sensiveis a presenga de patégenos e alteracdes no metabolismo do inseto. As andlises
mostraram que somente a delecio do gene egt ndo foi suficiente para causar uma diferenca
estatisticamente significativa no tempo de morte do hospedeiro, nas condicdes desse trabalho. A
presenca de proteinas marcadoras, em especial LacZ, provavelmente apresentando propriedades
citotoxicas, unidas a auséncia de EGT viral, provocaram redugéo significativa da LTs.

Pesquisas futuras envolvendo a capacidade de indug@o de apoptose das proteinas marcadoras
em células de inseto e a defini¢do do tipo de morte celular ocorrida nas células dos tibulos durante

a infeccdo por baculovirus, poderdo ajudar a elucidar a questao da degeneracdo dos tibulos.
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