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RESUMO

Bacillus thuringiensis € uma bactéria Gram-positiva que produz proteinas formadoras

de cristal ou -endotoxinas que compreendem as toxinas Cry, com atividade inseticida
especifica, e Cyt, com atividade citolitica inespecifica. Diferentes &-endotoxinas
mostram-se especificas para diferentes insetos-alvos. Esta especificidade deve-se a
receptores de membrana distintos nas células do intestino dos insetos e a presenca de
diferentes proteases préprias dos insetos, necessarias para ativacdo proteolitica da
prétoxina produzida na fase de esporulacdo do B. thuringiensis. Os genes cry4Aa,
cryllA e cyt2Ba foram amplificados por PCR a partir das estirpes de Bacillus
thuringiensis subsp. israelensis, S-1989 ou S-1806. Os produtos das PCR foram
clonados em um vetor de expressdo em B. thuringiensis, pSVP27A. O gene cyt2Ba foi
também clonado em vetores de transferéncia para construcdo de baculovirus
recombinantes para expressdo da proteina Cyt2Ba nativa ou fusionada a proteina
Poliedrina. Estirpes de B. thuringiensis acristaliferas foram usadas para expressao
individual das proteinas. Apds purificacdo e solubilizacdo das proteinas heterélogas, as
memsmas foram ativadas com tripsina ou suco gastrico de Spodoptera frugiperda, para
a realizagdo de ensaios de atividade em culturas de células de Lepidoptera, Diptera e
mamifero. Foram usados, nos ensaios de citotoxicidade, 20 pg/mL de cada toxina Cry
individual ou em combinagOes e 20 pg/mL ou 5 pg/mL da toxina Cyt2Ba. Atividades
toxicas das toxinas heterélogas ativadas por tripsina foram detectadas para todas as
linhagens de células de insetos testadas, fato que ndo ocorreu apés ativagcdo das mesmas
toxinas com suco gastrico de S. frugiperda. Para células humanas, apenas Cyt2Ba
mostrou-se toxica. Entretanto, a combinagdo entre Cyt2Ba e as toxinas Cry4Aa e
Cry11A apresentou citotdxicidade maior que Cyt2Ba isoladamente, o que pode sugerir

que Cyt2Ba funcione como receptor para Cry4Aa e Cryl1A em células humanas.
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ABSTRACT

Bacillus thuringiensis is a Gram-positive bacterium that produces crystal forming

proteins, &-endotoxins, which consist of Cry toxins harboring specific insecticidal
activity, and Cyt toxins that contain non-specific cytolytic activity. Different &-
endotoxins are specific to different target insects. This specificity is due to distinct
membrane receptors on the surface of the insect’s midgut cells and to the presence of
different host’s proteases, which are necessary to proteolytic activation of the protoxin
expressed during B. thuringiensis sporulation phase. The cry4Aa, CryllA and cyt2Ba
genes were amplified from Bacillus thuringiensis subsp. israelensis Brazilian strains, S-
1989 or S-1806 by PCR. The PCR products were cloned into the B. thuringiensis
expression vector, pSVP27A. The cyt2Ba gene was also cloned into transfer vectors to
allow construction of recombinant baculoviruses, in order to express the native Cyt2Ba
protein, or Cyt2Ba fusioned to the Polyhedrin protein. Acrystaliferous B. thuringiensis
strains were used for the expression of the proteins individually. After purification and
solubilization of the heterologous proteins, toxin activation by either trypsin or
Spodoptera frugiperda’s gastric juice was carried out to perform citotoxicity assays
using Lepidopteran, Dipteran and human cultured cells. Each Cry toxin was used at the
concentration of 20 pg/mL, while Cyt2Ba was used at two different concentrations: 20
png/mL or 5 pg/mL. Cytotoxic activities of the trypsin activated heterologous proteins
were detected to all insect cell lines tested, but when the same proteins were digested by
S. frugiperda’s gastric juice, no toxic activities were detected. Only Cyt2Ba was shown
to be toxic to the human cells tested. Nevertheless, the combination of Cyt2Ba and both
Cry4Aa and CryllA toxins yelded a higher toxicity than that produced by Cyt2Ba
isolatedly, which could suggest that Cyt2Ba could be functioning as a receptor for

Cry4Aa and CryllA on the surface of human cells.
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1-INTRODUCAO

1.1-Reviséo bibliografica

Insetos tém sido agentes causadores de danos de grande relevancia na
agricultura, sendo responsaveis por perdas na producdo de alimentos a cada ano
(Estruch et al., 1997). Acredita-se que cerca de sessenta e sete mil espécies causem
danos a plantacGes, principalmente em regides tropicais, ja que estas sofrem mais com a
maior diversidade de insetos-praga (Herrera-Estrella, 1999). O uso de inseticidas
quimicos para a protecdo das culturas produz um investimento comercial global de
inseticidas de alto custo que gira em torno de US$ 28 bilhdes. No Brasil, este valor
corresponde anualmente a US$ 7 bilhdes (ANVISA, 2009). A busca por métodos
alternativos para o controle de insetos-praga tem sido realizada com exaustdo por
centros de pesquisa mundo a fora no intuito de gerar uma agricultura mais sustentavel e

desenvolvida com uma maior preocupacdo com a preservacdo do meio ambiente.

Do mesmo modo, o controle de insetos vetores de doencas humanas € um dos
aspectos mais relevantes em saude publica, na atualidade, principalmente nos grandes
centros urbanos com crescimento demografico ndo controlado e a falta de saneamento
béasico adequado (WHO, 1996). Segundo a Organizacdo Mundial de Salde, o mosquito
€ 0 mais perigoso de todos os insetos vetores, pois é o transmissor da malaria, da
dengue e da febre amarela. Essas doengas, combinadas, matam todo ano, milhdes de
pessoas e fazem adoecer outras centenas de milhdes. Pelo menos 40% da populacdo
mundial corre risco de contrair malaria, e cerca de 40% de contrair dengue. Em muitos
lugares, as pessoas podem contrair ambas as doencas.

O termo controle bioldgico foi empregado pela primeira vez em 1919 por H.S.

Smith, para designar o uso de inimigos naturais para o controle de insetos-praga.

14



Posteriormente, essa expressao foi usada para designar todas as formas de controle,
alternativas aos produtos quimicos, que envolvessem métodos bioldgicos.

A utilizacdo do controle bioldgico tem-se mostrado promissora pela seguranca e
eficiéncia que oferece e, principalmente, por ser alternativa economicamente viavel e
socialmente desejavel (Cook, 1993).

Neste inicio de milénio, o Brasil se encontra com todas as condigdes para se
consagrar como um dos principais p6los mundiais de pesquisa, desenvolvimento e uso
de agentes de controle biolégico de pragas e de vetores de doengas. A sua rica
biodiversidade, sem duvida, facilita a busca de inimigos naturais que podem ser
empregados no controle de plantas daninhas, nematdides, microrganismos, insetos-
praga, e, mais ainda, no controle de insetos-vetores de doengas humanas e de animais.
Tradicionalmente, o controle quimico tem sido o principal método de controle desses
agentes etiolégicos, mas o meio ambiente tem sofrido consequéncias nocivas com a
utilizacdo descontrolada dos pesticidas quimicos. Em contrapartida, a crescente
demanda pela protegdo ambiental tem incentivado a busca e a adogdo de métodos
alternativos de controle e erradicacdo de pragas e doencas. Neste contexto, 0
levantamento, coleta, isolamento, identificagdo, caracterizacdo, selecdo de inimigos
naturais e sua conservacdo sdo praticas imprescindiveis para o desenvolvimento do

controle bioldgico.

1.1.1-Bacillus thuringiensis
Bacillus thuringiensis € uma bactéria largamente empregada no controle
bioldgico de insetos-praga e insetos vetores de doengas humanas, Gram positiva,

ubiqua, aerdbia facultativa, esporulante, que produz inclusdes protéicas cristalinas
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durante sua esporulacdo, na fase estacionaria de seu ciclo de crescimento (Schnepf et
al., 1998). Esta espécie possui estruturas de locomogdo denominadas flagelos
peritriquios, que sdo compostos por um grupo de proteinas imunogénicas chamadas
flagelinas, que possibilitam a obtencdo de anticorpos, antigenos-H (de Barjac &
Frachon, 1990). Os anticorpos obtidos para as diferentes flagelinas permitem realizar
reacOes de aglutinacdo in vitro que distinguem as sorovariedades de B. thuringiensis
(Lecadet et al., 1999; Rabinovitch et al., 2000). Esta classificacdo baseada em
antigenos-H flagelares, possui, no entanto, duas limitacfes para linhagens que nao
possuem inclusdes paraesporais e linhagens autoaglutinadas, como descrito por Lecadet
e colaboradores (1999). Algumas linhagens de B. cereus possuem antigenos que reagem
cruzadamente com soros especificos para sorotipos-H de B. thuringiensis (de Barjac &
Bonnefoi, 1973), e tais linhagens podem ter tido origem a partir de B. thuringiensis
ancestrais que perderam plasmideos responsaveis pela expressao de cristais (Lecadet et
al., 1999). As linhagens autoaglutinadas perfazem quase 3% da colecdo de B.
thuringiensis do Centro Internacional de Bacillus entomopatogénicos (Burges et al.,
1982), no Instituto Pasteur, Paris, Franca. Entretanto, a classificagdo-H é totalmente
inatil para estas linhagens. Além disso, algumas linhagens de B. thuringiensis sem
locomogdo, tal com B. thuringiensis subsp. wuhanensis também escapam da

sorotipagem-H (de Barjac & Frachon, 1990).

O B. thuringiensis pertence a familia Bacillaceae e apresenta-se na forma de
bastOes isolados, aos pares ou em cadeias com tamanhos que variam entre 0,5 a 2,5um

de largura e 1,2 a 10um de comprimento (Miralles & Peres, 2004) (Figura 1).

Taxonomicamente, B. thuringiensis pertence ao género Bacillus que compreende
um amplo grupo de bactérias Gram-positivas formadoras de esporos. Devido a alta

homologia genética, os taxonomistas criaram um Unico grupo denominado B. cereus,
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que compreende as espécies B. cereus, B. thuringiensis, B. anthracis, B. mycoides, B.
pseudomycoides e B. weihenstephanensis. Tradicionalmente, esses organismos tém sido
diferenciados baseado em suas caracteristicas fenotipicas. Apesar do fato de que as
quatro primeiras espécies compartilhem uma variedade de genes de viruléncia, ha pouca
evidéncia que indique que B. thuringiensis possua patogenicidade a mamiferos, e
produtos a base de B. thuringiensis possuem um historico de uso seguro (Crickmore,
2005). Por definigéo, B. thuringiensis pode ser diferenciado pela presenca dos cristais
(Luthy & Wolfersberger, 2000), visiveis em microscopia de contraste de fase, embora
este seja um critério com pouco valor taxondmico (Lysenko, 1983). Os métodos
moleculares como hibridizacdo do DNA cromossémico, andlise de acidos graxos e
fosfolipidios, comparacdo da seqiiéncia 16S rRNA, entre outros, mostram que as duas
espécies, B. cereus e B. thuringiensis, sdo na verdade, somente uma. Esta semelhanca é
devido a transferéncia de plasmideos que codificam as proteinas formadoras de cristal,
Cry, de B. thuringiensis para B. cereus e, por outro lado, B. thuringiensis pode perder a
capacidade de produzir estas toxinas, tornando-se B. cereus. Portanto, a distingdo entre
estas espécies ndo é clara e continua sendo assunto de interesse de muitos taxonomistas
(Glare & O’Callagham, 2000; Hansen & Salamitou, 2000; Schnepf et al., 1998). A

utilizacdo de metodologias baseadas em PCR, usando sequéncias repetitivas de DNA,
como por exemplo REP (“Repetitive Extragenic Palindromic”), também referida com
rep-PCR, tem-se tornado frequente e permite a comparacdo de possiveis similaridades

genéticas entre genomas bacterianos distintos (Versalovic et al., 1991).
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Figura 1. Microscopia de contraste de fase e eletrénica do B. thuringiensis subsp.
israelensis. A, microscopia de contraste de fase de células esporuladas contendo
esporos (e) e cristais (c). B, micrografia eletrdnica de varredura mostrando cristais
purificados. C, micrografia eletrdnica de transmissdo de uma célula de B. thuringiensis
mostrando: cristais(c) e esporos (e). Adaptado de
http://www.phyteauvergne.ecologie.gouv.fr /article

A caracteristica marcante que distingue o B. thuringiensis de B. cereus e B.
anthracis € a produgdo de grandes inclusGes cristalinas na célula méde durante a
esporulacao sob certas condices restritivas de crescimento. Os cristais sdo formados de
d-endotoxinas que compreendem as proteinas da familia Cry, que apresentam atividade
inseticida especifica, e da familia Cyt, com atividade citolitica inespecifica. Em testes
laboratoriais, constatou-se que é produzido cerca de 0,5 mg de &-endotoxinas/mL de
meio de cultura, e o tamanho dos cristais indicam que cada célula deve sintetizar de 10°
a 2 x 10° moléculas de proteina, sendo estas responsaveis por 20-30% do peso seco das

celulas (Lereclus et al.,1989; Arantes et al., 2002).

O B. thuringiensis foi, pela primeira vez, descrito por Berliner em 1911 quando
este pesquisador isolou um bacilo de larvas mortas da traca da farinha, Anagasta
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kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae). Posteriormente, ele 0 nomeou B. thuringiensis em
homenagem a provincia de Thuringia (Alemanha), onde o primeiro inseto infectado foi
encontrado. Também foi reportada a presenca de cristais, porém ainda sem relaciona-los
com alguma atividade toxica a insetos. Embora esta seja a primeira descricdo utilizando
0 nome de B. thuringiensis, ndo foi o primeiro isolamento deste patogeno. Em 1901, o
bidlogo Sotto Ischiwata, isolou a bactéria que era o agente causal da “sotto-disease” a
partir de larvas mortas de Bombyx mori (bicho da seda) (Lepidoptera: Bombycidae).
Esta bactéria foi denominada B. sotto Ishiwata, mas este nome ndo foi mantido, sendo
substituido pelo nome B. thuringiensis (Glare & O"Callagham, 2000), podendo ser
sistematicamente classificada como: Filo: Firmicutes Classe: Bacilli; Ordem: Bacillales;

Familia: Bacillaceae; Género: Bacillus; Espécie: thuringiensis.

Em 1920, fazendeiros comegaram a utilizar o B. thuringiensis como estratégia
para o0 controle de insetos na agricultura e a primeira formulagdo a base de B.
thuringiensis foi produzida na Franca em 1938 (Weisier, 1986; Polanczyk & Alves,
2003). Na década de 1950, inseticidas bioldgicos a base de B. thuringiensis passaram a
ser fabricados na Russia, Checoslovaquia, Alemanha e Estados Unidos (Martins, 2005).
Inicialmente, o produto foi utilizado somente para o controle de lepidopteros, pois a
maioria das subespécies descritas era toxica somente para larvas de insetos dessa ordem
(Monnerat & Bravo, 2000). A partir da década de 1970, novas subespécies da bactéria
se mostraram eficientes contra insetos das ordens Diptera, Coleoptera (Weiser, 1986;
Edwards et al., 1998), Himenoptera, Homoptera e Ortoptera (Feitelson, 1994). Também
foi relatada toxicidade para algumas espécies de nematdides, protozoarios e acaros
(Edwards et al., 1998; Feitelson, 1994). Nos anos 1980, a utilizacdo de B. thuringiensis
aumentou sensivelmente, sobretudo quando comecaram a surgir populacdes de insetos

apresentando alta resisténcia aos inseticidas quimicos convencionais. Além disso,
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estudos de cientistas e ambientalistas comecgaram a relatar os problemas causados pelos
produtos quimicos ao meio ambiente (Monnerat & Bravo, 2000). Estima-se que existam
mais de 50.000 estirpes de Bacillus spp. em colecdes espalhadas pelo mundo (Monnerat
et al., 2001). O B. thuringiensis, como biolarvicida, mostrou-se ind6cuo em testes que
avaliaram o potencial tdxico das toxinas Cry para células de mamiferos, além de
organismos vertebrados e invertebrados ndo-alvo (Thomas & Ellar, 1983). Além das
toxinas do cristal, ou 3-endotoxinas, algumas cepas de B. thuringiensis produzem outras
toxinas, denominadas exotoxinas, como a a- exotoxina e a B-exotoxina que possuem
atividade citolitica para um amplo espectro de acdo em insetos e alguns vertebrados.
Devido a este fato, os biolarvicidas séo obtidos a partir de cepas de B. thuringiensis que

né&o produzem o e f-exotoxinas (Polanczyk & Alves, 2003).

1.1.2-Toxinas produzidas por B. thuringiensis

O entomopatdgeno B. thuringiensis também produz outros fatores de viruléncia,
incluindo outras proteinas com atividade tdxica para insetos, como as a-exotoxinas, -
exotoxinas, hemolisinas, enterotoxinas, quitinases e fosfolipases, além de inclusdes sem
atividade inseticida, denominadas parasporinas (Hofte & Whiteley, 1989; Schnepf et
al., 1998; Katayama et al., 2004). A contribuicdo de cada fator na viruléncia da bactéria
ainda permanece indeterminada, sendo uma dificuldade estabelecer o espectro toxico de
um isolado que sintetiza mais de uma proteina. Isso porque, quando os fragmentos
toxicos das toxinas que tém como alvo o intestino médio do inseto vao se ligar aos
receptores da membrana, ocorre uma competicdo pelos sitios de ligacdo, que pode
interferir na toxicidade do isolado (Pinto et al., 2009). Por outro lado, o0 esporo também
pode contribuir para a patogenicidade, atraves da acdo sinérgica com as proteinas Cry

(Johnson & McGaughey, 1996).
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1.1.3-a-exotoxinas

A oa-exotoxina é uma toxina termolabil, soldvel em &gua que possui atividade
citolitica agindo sobre os fosfolipideos presentes nas membranas celulares. Esta enzima
¢ altamente toxica a alguns insetos, através da administracdo oral ou intra-hemocélica,
entretanto apresenta toxicidade para ratos e outros vertebrados. Esta toxina é encontrada
no sobrenadante de algumas culturas, durante a fase logaritmica de crescimento de
certas estirpes de B. thuringiensis, e atua causando a degeneracédo e lise de hemdcitos
(Habib & Andrade, 1998; Hansen & Salamitou, 2000).

A atividade da a-exotoxina para vertebrados se deve ao fato de que esta
apresenta uma funcdo enzimatica citolitica ao atuar sobre os fosfolipideos que formam
as membranas de diversos tipos celulares, mas para que iSsO ocorra precisa ser
ministrada em altas doses. A a-exotoxina é também conhecida como fosfolipase C,
lecitinase C ou fosfatidilcolina fosfohidrolase (Faust & Bulla Jr., 1982; Luthy &

Ebersol, 1981).

1.1.4-B-exotoxina

Também conhecidas como Thuringiensinas, as B-exotoxinas sdo termoestaveis,
produzidas por certas estirpes de Bt durante a fase vegetativa e secretadas no meio de
cultura. Existem dois tipos de B-exotoxinas. A toxina tipo | € um analogo do ATP,
sendo composta de adenina, ribose, glicose e acido fosfoalarico, apresentando massa
molecular de 701 Daltons (Farkas et al., 1969). Esta toxina atua inibindo a acdo da
RNA polimerase, através da competicdo pelo ATP, além de prejudicar a formacéo do
fuso mitético, sendo altamente toxica para varias ordens de insetos, acaros, nematdides

e também vertebrados, com efeitos teratogénicos e mutagénicos (Hansen & Salamitou,
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2000). A B-exotoxina do tipo Il € um analogo do UTP e apresenta toxicidade superior a
do tipo I, principalmente para coledpteros. Os genes responsaveis pela sintese de f-

exotoxinas estdo localizados em plasmideos de 75 ou 110 MDa (Levinson et al., 1990).

1.1.5-Toxinas VIP

As toxinas “Vip” (do inglés: vegetative insecticidal proteins) sdo produzidas e
secretadas pelas células bacterianas durante a fase vegetativa e foram primeiramente
descritas por Estruch e colaboradores (1996). Essas toxinas apresentam atividade toxica
sobre um espectro maior de espécies de insetos-praga quando comparadas a muitas
proteinas Cry. As subfamilias Vipl e Vip2 sdo componentes de uma proteina binaria
com atividade inseticida contra Diabrotica virgivera e D. longicornis (Han et al., 1999;
Warren, 1997). As toxinas Vip3 sdo ativas contra lepiddpteros como Spodoptera
frugiperda e Helicoverpa zea. Seu modo de acdo esta relacionado a formacéo de poros
na membrana do epitélio do intestino médio (Yu et al., 1997; Lee et al., 2003). Ao
mesmo tempo que a Vip3 apresenta toxicidade sobre lepiddpteros, a mesma nao
mostrou efeitos sobre insetos nao-alvo (Whitehouse et al., 2007).

Devido a sua atividade inseticida relacionada a Heliothis zea, as proteinas
Vip3A tem sido expressas em plantas de algoddo, conferindo resisténcia a este inseto
(Bommireddy et al., 2000). A variedade transgénica do algodoeiro, Coker 312,
contendo o gene Vip3A, é produzida comercialmente pela empresa Syngenta®, bem
como o “Milho ICP4 Pacha”, uma variedade transgénica de milho e igualmente
importante economicamente, que contem o gene vip3A.

Os genes responsaveis pela sintese das proteinas Vip estdo localizados em
plasmideos de alta massa molecular, juntamente com os genes cry (Estruch et al., 1996).

As Vip sdo produzidas em etapas iniciais do processo de crescimento das bactérias em
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cultura, antecipando, assim, sua obtencdo. Essa foi uma descoberta importante, pois,
atualmente, ndo apenas se aproveita a mistura de esporos e cristais obtidos ap6s o
cultivo de B. thuringiensis, como também é possivel utilizar o seu sobrenadante

(Monnerat & Bravo, 2000; Soberon & Bravo, 2002).

1.1.6-Parasporinas

A descoberta de cepas de B. thuringiensis que expressavam um novo tipo de
proteina paraesporal levou a criacdo de uma nova categoria de proteinas, as
parasporinas, definidas como proteinas bacterianas paraesporais capazes de,
discriminadamente, matar células cancerosas (Ohba et al., 2009). As parasporinas
constituem um grupo de proteinas formado por quatro familias: PS1, PS2, PS3 e PS4.
As proteinas PS1Aal e PS3Aal possuem uma estrutura terciaria do tipo trés-dominios,
cujas sequéncias de aminoacidos contém cinco blocos de regides conservadas,
comumente encontradas em proteinas inseticidas Cry. Entretanto, a homologia
encontrada entre as parasporinas e as proteinas Cry é bastante baixa, menor que 25%.
As parasporinas das familias PS2 e PS4 ndo possuem suas estruturas baseadas em trés
dominios e, tampouco, os blocos de sequéncias de aminoacidos conservados. O modo
de acdo das parasporinas parece ser distinto para cada familia. H& evidéncias de que as
proteinas PS2Aal e PS3Aal aumentam a permeabilidade de células suscetiveis, como
demonstrado pelo extravazamento de lactato hidrogenase celular, enquanto que iodeto
de propideo é capaz de adentrar o citoplasma de células tratadas. Ja proteina PS1Aal
leva & degradacdo de proteinas relacionadas a apoptose, como por exemplo, a

procaspase-3, além de diminuir o nivel de sintese de DNA (Ohba et al., 2009).
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1.1.7-6-endotoxinas (Proteinas Cry e Cyt)

O B. thuringiensis produz, a partir do estagio Il da esporulacdo, durante a fase
estaciondria, corpos de inclusGes protéicos compostos pelas 6-endotoxinas. Estas
acumulam-se no compartimento da célula-mée e, no final da esporulacéo, sdo liberadas
juntamente com o esporo (Schnepf et al., 1998). As &-endotoxinas sdo compostas por
dois tipos de proteinas, Cry e Cyt. A maioria das estirpes de B. thuringiensis pode
sintetizar mais de um tipo de cristal. Os cristais podem ser formados por diferentes
proteinas Cry e/ou Cyt, podendo haver casos em que cinco toxinas sao encontradas,
como, por exemplo, no B. thuringiensis subsp. israelensis. A massa molecular das
toxinas Cry estd compreendida entre 30 e 140 kDa (Serafini et al., 2002). A forma do
cristal é determinada pela composicao e estrutura das 6-endotoxinas presentes, podendo
ser bipiramidal, cuboide, rombdide, ovdide, esférico ou, ainda, sem forma definida
(Habib & Andrade, 1998). A habilidade de cristalizacdo das protoxinas pode diminuir
sua suscetibilidade a degradacdo por proteases do hospedeiro (Schnepf et al., 1998).
Interacbes complexas como hidrofobicidade, pontes de hidrogénio e, principalmente,
pontes dissulfeto, mantem as proteinas associadas e estaveis na inclusdo parasporal (Gill
et al., 1992). As longas protoxinas Cry, com massa molecular de 130 kDa, séo divididas
em duas regides estruturais distintas: a regido N-terminal, contendo a toxina ativa, e
carboxy-terminal (C- terminal), cuja fungdo ainda nédo esta totalmente elucidada (Hofte
& Whiteley, 1989). Alguns estudos demonstram que a porcdo C-terminal é necesséria
para a formacéao do cristal dentro da bactéria (Park et al., 2000; de Maagd et al., 2003;
Samir et al., 2006).

As toxinas Cry e Cyt pertencem a um grupo de toxinas formadoras de poros
(TFP). Existem dois grupos principais de TFP: as toxinas a-hélice (a-helicoidais), nas

quais a regido a-hélice forma um poro na membrana, e as toxinas B-barril, que se
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inserem na membrana formando um B-barril composto de mondmeros de grampos de
folhas B-pregueadas (Parker & Feil, 2005). A primeira classe de TFP inclui as toxinas
constituidas de trés dominios, Cry, enquanto a segunda classe inclui as toxinas
formadoras de B-barril, como as Cyt (Parker & Feil, 2005).

Proteinas Cry sdo especificamente toxicas para insetos das ordens Lepidoptera,
Coleoptera, Hymenoptera e Diptera. Em contraste, as proteinas Cyt sdo produzidas por
estirpes de B. thuringiensis tdxicas para Dipteros (Bravo et al., 2007).

No final da década de 80, Hofte e Whiteley (1989) propuseram uma
classificagdo para as toxinas de B. thuringiensis, baseada na combinagdo de suas
sequiéncias de aminoacidos e espectro inseticida. Nesta classificacdo 42 genes foram
agrupados em 5 classes diferentes. As quatro classes Cry continham toxinas com
atividade contra Lepidoptera (1), Lepidoptera e Diptera (Il), Coleoptera (I11), Diptera
(IV) e Cyt (associada a CrylV) que, por ndo apresentar homologia com as demais
classes ou atividade especifica, foi reconhecida como uma classe a mais (Tailor et al.,
1992). No entanto, essa classificagdo mostrou certas limitagdes, pois tentou relacionar
toxinas com sequéncias de aminoacidos similares a diferentes atividades inseticidas.
Durante a década de 90, uma nova classificacdo foi proposta por Crickmore et al.
(1998), baseada somente na identidade entre as sequéncias de aminoacidos. Essa
mudanga permitiu uma alta relacdo entre as toxinas e eliminou a necessidade de
bioensaios contra um grande numero de insetos (Polanczyk & Alves, 2003). Até o
momento, ja foram descritos mais de 400 genes cry e agrupados em 70 grupos de

proteinas Cry (Cryl a Cry70) (Tabela 1).
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Tabela 1- Classificacdo e divisdo das proteinas Cry de B. thuringiensis proposta pelo
comité internacional de 1993.

Proteina Atividade

Cryl, Cry2, Cry9, Cry15, Cry56 Lepidoptera

Cryl, Cry3, Cry5, Cry7, Cry8, Cry9, Cryl4,
Cry18, Cry34, Cry35, Cry36, Cry38, Cry43, Coleoptera
Cry51, Cry55

Cryl, Cry2, Cry4, Cry10, Cryl11, Cry16, Cryl7,

Cry18, Cryl19, Cry20, Cry24, Cry25, Cry27, Diptera
Cry29, Cry30, Cry32, Cry39, Cry40, Cry44,

Cry47, Cry50, Cry56, Cry60

Cry5, Cry8, Cry22 Himenoptera
Cry5, Cry6, Cryl2, Cryl3, Cry21, Cry55 Nematoda

Cry8, Cry51 Hemiptera

Cry5, Cry6, Cryl12 Acari

Cry23, Cry26, Cry28, Cry3l, Cry32, Cry33, Sem atividade conhecida
Cry37

Cry4l, Cry42, Cry45, Cry46, Cry63, Cry64, Citotoxicidade
Cry65 (células cancerosas)

A descricdo completa das atuais toxinas de B. thuringiensis classificadas pode

ser encontrada no site: http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil Crickmore/Bt/

toxins2.html, atualizado em 20/08/2011.

As toxinas Cry tem sido classificadas de acordo com sua homologia na
sequéncia de aminoacidos, na qual a denomina¢do mnemonica Cry (“crystal”) apresenta
quatro categorias hierarquicas representadas por numeros e letras (maiusculas e
minusculas), como por exemplo, Cry4Aa. As proteinas Cry com 45% de homologia em
sua sequéncia sdo colocadas no primeiro nivel e, quando apresentam 78 e 95% de
identidade, constituem o segundo e o terceiro nivel, respectivamente. O quarto nivel,
indicado por um nimero, apresenta identidade maior que 95% (Cry4Aal) (De Maagd et
al., 2001).
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Hofte & Whiteley (1989) compararam sequéncias de aminoacidos entre
diferentes proteinas Cry conhecidas, apresentando especificidades variadas. A andlise
do alinhamento das sequéncias levou a identificagdo de cinco blocos bem conservados
na regido amino-terminal que codifica a toxina ativa, intercalados por regides de
sequéncias varidveis (Lereclus et al., 1993, Knowles, 1994). Schnepf et al. (1998)
descreveram ainda, outros trés blocos localizados na regido da protoxina. Esses
resultados sugerem que as regides conservadas sejam importantes para o desempenho
do papel bioldgico das proteinas Cry e que, estas formam uma familia com blocos
similares e mecanismos de acdo semelhantes (Monnerat & Bravo, 2000). No entanto,
com o avanco da biologia molecular de B. thuringiensis, novos genes cry foram

sequenciados e catalogados, originando diversas excecoes.

Na figura 2, sdo apresentados os grupos desta familia de toxinas, organizados de
acordo com a identidade e homologia das sequéncias. O primeiro grupo é formado pelas
proteinas Cryl, Cry3, Cry4, Cry7, Cry8, Cry9 e Cryl0, que sdo muito relacionadas e
suas toxinas ativas compartilham cinco blocos de significativa homologia (Hofte &
Whiteley, 1989; Lereclus et al., 1993; Baum & Malvar, 1995). Um segundo grupo é
formado pelas proteinas Cry5, Cryl2, Cryl3, Cryl4 e Cry 21, onde se observa
homologia entre os blocos 1, 2, 4 e 5, sendo encontrada uma variabilidade do bloco
conservado 1 em relagdo aos grupos 1 e 2. As proteinas do segundo grupo apresentam
uma variante no bloco 2 e o terceiro bloco completamente ausente (Schnepf et al.,
1998). Para ambos os grupos, quando a proteina apresenta a regido C-terminal, os
blocos 6, 7 e 8 estdo invariavelmente presentes. O terceiro grupo é formado pelas
proteinas Cry2, Cryll e Cryl18, constituido pelo bloco 1 e uma variante truncada do
bloco 2, mas existindo significativa homologia com os outros blocos conservados

(Lereclus et al., 1989).
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Figura 2. Alinhamento da estrutura primaria das toxinas Cry. Comprimentos
relativos das proteinas Cry e a posicdo dos blocos conservados. Os retangulos
coloridos correspondem as sequéncias conservadas. Dominios I, Il e Il correspondem
a toxina ativa. Adaptado de: De Maagd et al, 2001.

1.1.7.1-Estrutura tridimensional das proteinas Cry

Até agora, a estrutura terciaria de algumas proteinas de trés dominios Cry, tais
como CrylAa, Cry2Aa, Cry3Aa, Cry3Ba, CrydAa e Cry4Ba, foi determinada por
cristalografia de raio-X, sendo que a primeira estrutura molecular a ser determinada foi
da proteina Cry3Aa (Li et al., 1991; Grochulski et al., 1995; Morse et al., 2001;
Galitsky et al., 2001; Boonserm et al., 2005, 2006). Esse estudo contribuiu para o
conhecimento do modo de agdo dessas toxinas. Todas essas estruturas apresentam um
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alto grau de similaridade com uma organizacao de trés dominios, sugerindo um modo
de acdo similar para familia de proteinas Cry. O dominio N-terminal (dominio I) é
constituido de sete a-hélices, sendo que a hélice-a5 central é hidrofobica e é circundada
pelas outras seis hélices anfipaticas. Esse dominio é responsavel pela insercdo e
formagdo do poro na membrana (Howlader et al., 2009). O dominio Il consiste de trés
folhas B antiparalelas conectadas por regides de alcas expostas, com alto grau de
variacdo entre proteinas Cry, ao redor de um centro hidrofébico (Boonserm et al.,
2006). O dominio Il C-terminal, também chamado de B-prisma, é um sanduiche de
folhas-p. As regides expostas nos dominios Il e Ill estdo envolvidas na ligagdo ao
receptor (Bravo et al., 2005). O dominio | compartilha similaridades estruturais com
outras TFP como colicina la e N, e toxinas da difteria, o que corrobora o papel de
formagdo de poro desse dominio. No caso do dominio Il, similaridades com vérias
proteinas ligadoras a carboidratos, como a vitelina, lectina jacalina e lectina Mpa foram
relatadas (De Maagd et al., 2003). O dominio Il compartilha similaridades estruturais
com outras proteinas ligadoras & carboidratos, como o dominio de ligagdo a celulose
1,4-B-glucanase C, galactose oxidase, sialidase, B-glicoronidase, o dominio de ligacdo a
carboidrato da xilanase U e B-galactosidase (De Maagd et al., 2003). Acredita-se ainda
que o dominio Il proteja a toxina de degradacdo durante o processamento proteolitico e
atue no controle das interagdes toxina-toxina, podendo agir em conjunto com o dominio

I na formacéo do poro (Rukmini et al., 2000) (Figura 3).
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Domain I ¢ Y Domain 111

Figura 3. Representacdo da estrutura terciaria baseada na modelagem da toxina
CrydAa. A, visdo geral da toxina Cry4Aa, composta de trés dominios. O dominio I,
envolvido na formagéo do poro, esta representado em vermelho. O dominio Il, provavel
responsavel pela ligacao ao receptor, esta representado em amarelo, e o dominio I11, em
azul. Os elementos da estrutura secundaria de cada um dos trés dominios estdo
apresentados em B, C e D (Adaptado de Boonserm et al., 2006).

1.1.7.2-Modo de acao das proteinas Cry

A maior parte das informacgdes existentes sobre o modo de acdo do B.
thuringiensis foram caracterizadas a partir de estudos de sorovariedades como o B.
thuringiensis kurstaki, B. thuringiensis aizawai, B. thuringiensis tenebrionis, e outras de

grande aplicacdo no controle de lepidopteros e coledpteros.
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Diferentes modelos para descrever o mecanismo de ac¢ao de toxinas Cry tem sido
propostos. H& muito que toxinas Cry vem sendo descritas como toxinas formadoras de
poros, induzindo a morte celular por formagéo de poros iénicos (Schnepf et at., 1998;
Pigott & Ellar, 2007). Como mencionado, 0 modo de ac¢do primario de toxinas Cry é a
lise das células epiteliais do intestino médio do inseto-alvo pela formacdo de poros nas
microvilosidades da membrana apical das células (Aronson & Shai, 2001; Bravo et al.,
2005). Entretanto, mais recentemente foi sugerido que a toxicidade pode estar
relacionada a apoptose mediada por proteina-G, seguido de ligagdo ao receptor (Zang et
al., 2006). Vale salientar que este modelo alternativo foi proposto com base no efeito
toxico de CrylAb para cultura de células de inseto, High Five (H5), de Trichoplusia ni
expressando o receptor de toxina de Manduca sexta, Bt-R;. Ainda, um terceiro modelo
sugere que além da destruicdo da membrana, outras bactérias do intestino medio sdo
necessarias para produzir septicemia resultando na morte da larva (Broderinck et al.,
2006).

As toxinas Cry nativas de B. thuringiensis sdo sintetizadas como protoxinas
contidas nos corpos de inclusdo (Aronson et al., 1986). Apos a ingestdo por larvas de
insetos suscetiveis e dissolucdo no lumen do intestino médio, em pH alcalino, as
protoxinas solubilizadas sdo clivadas por proteases do intestino médio produzindo
fragmentos toxicos de 60-70 kDa que sdo relativamente resistentes a protedlises
posteriores (Aronson et al., 1986; Bravo et al., 2005) (Figura 4). Ao tornarem-se ativas,
as protoxinas tem um peptideo N-terminal removido (25-30 aminoacidos para toxinas
Cryl, 58 residuos para Cry3A e 49 para Cry2Aa) e aproximadamente metade da
proteina restante da extremidade C-terminal, no caso de longas protoxinas Cry (Bravo et

al.,, 2007). Também pode ocorrer clivagem da extremidade N-terminal,
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aproximadamente 30 residuos de aminoéacidos, pela acdo de metaloproteases

sintetizadas pela propria bactéria durante a esporulacdo (Rukmini et al., 2000).

Tamanho da
pro-toxina

¥ .
Cryl A 130 kDa [ ZZ7777777777777777772
29 51 605

Cry3A 67 kDa [ 127777777777 777777777
58 643

Cry4B 1MknaE:4Ezzgéazzazzzzai::::::::::]

43 203 679

Cryl1A 70kDa :lzﬂzzzzzaa%zm

28 36l 643

Figura 4. Esquema da ativacdo proteolitica de algumas proteinas Cry. As caixas
brancas representam os fragmentos da pro-toxina clivados, enquanto as regides listradas
representam as toxinas ativas. As setas solidas demonstram os sitios de clivagem nas
porcdes N-terminal e C-terminal das toxinas ativas. As setas pontilhadas representam
sitios de clivagens intramoleculares das proteinas ativas (Bravo et al., 2007).

Diferencas relevantes na fisiologia do intestino e, conseqiiente variacdo na
atividade proteolitica entre as diferentes ordens de inseto, pode determinar a
especificidade das toxinas. Como exemplo, as principais proteases digestivas de
Lepidoptera e Diptera sdo serino-proteases, ao passo que aquelas de Coleoptera
constituem-se principalmente por cisteino e aspartico-proteases (De Maagd et al.,

2001).

O B. thuringiensis subsp. israelensis produz inclusdes protéicas compostas por
proteinas Cry altamente toxicas para mosquitos. Proteinas sintetizadas por esta bactéria

como CryllA, Cry4A e Cry4dB compartilham estruturas similares com a toxina de
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Lepidoptera, CrylAa, sugerindo um modo de acdo similar dessas proteinas em

mosquitos (Bravo et al., 2007).

Como em insetos lepidopteros, os cristais ingeridos por larvas de mosquitos sao
dissolvidos no ambiente alcalino do intestino da larva, liberando proteinas soltveis. No
caso da protoxina de 70 kDa, Cryl1Aa, a ativacdo proteolitica no intestino remove 28
residuos da porgdo N-terminal e cliva intramolecularmente a proteina em fragmentos de
massas moleculares de aproximadamente 38 e 32 kDa (Dai & Gill, 1993; Beltrdo &
Silva-Filha, 2006), mas esses fragmentos permanecem associados e mantém a
toxicidade (YYamagiwa et al., 2004). Da mesma forma acontece com a protoxina de 130
kDa, Cry4Ba. Nesta também ocorrem clivagens nas por¢des N-terminal, C-terminal e
intramolecular, resultando em uma toxina ativa composta de um fragmento de 18 kDa e

outro de 46 kDa (Angsuthanasombat et al., 1993).

1.1.7.2.1-Ligacé&o ao receptor

Os estudos relacionados a cinética de ligacdo de proteinas Cry a receptores
especificos provem de metodologias utilizando proteinas marcadas com biotina e
vesiculas de membrana das microvilosidades apicais (VMMA) ou “brush border

membrane vesicles” (BBMVs).

Até o momento, sabe-se que pelo menos quatro tipos de receptores, situados na
superficie das células intestinais de larvas de Lepidoptera, podem ligar-se as toxinas
Cry. Uma aminopeptidase N (APN), que esta ligada a membrana por uma ancora de
glicosilfosfatidilinositol (GPI), uma proteina do tipo caderina (CADR), uma proteina
glicoconjugada de 270 kDa (GCR) e uma fosfatase alcalina (ALP) ancorada a GPI

(Figura 5) (Knight et al., 1994; Gomes et al., 2007; Bravo et al., 2007). Os receptores
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do tipo APN e ALP ancorados a GPI encontram-se dentro de plataformas de lipideos
(“Lipid Rafts”) que formam pequenos dominios na membrana celular. Esses estruturas
contém ainda, maiores concentracdes de colesterol e glicoesfingolipideos. J& foi
sugerido também que os glicolipideos sdo importantes moléculas receptoras de

proteinas Cry em insetos e nematdides (Griffits et al., 2005)

GalNAc

APN

ALP
CADR GCR

Figura 5. Receptores moleculares da proteina CrylAa. CADR, receptor cadering;
APN, receptor aminopeptidase-N; ALP, receptor fosfatase alcalina; GCR, receptor
glicoconjugado de 270 kDa (Bravo et al., 2007).

Em lepidopteros, no que diz respeito aos modelos de formacdo de poros e
transducéo de sinal, a toxina Cry1A liga-se as proteinas do tipo caderina (Bt-R1, no caso
de Manduca sexta) de 210 kDa e a APN de 120 kDa (Juaréz et al., 2008). Apos ativacao
proteolitica da protoxina CrylA por proteases do inseto, a toxina se liga ao receptor Bt-
R1. Esta interacdo facilita uma clivagem adicional da por¢do N-terminal da toxina,
eliminando a heélice a-1 e resultando na formacdo de uma estrutura oligomérica
denominada pré-poro. Tal estrutura liga-se a um segundo receptor do tipo APN ancorado

a GPI, facilitando a insercdo do oligbmero na membrana lipidica para a formacdo do
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poro (Zhuang et al., 2002). A observacdo de que os dominios Il e Ill podem atuar
separadamente em um processo composto de duas etapas de ligagéo de CrylAc a uma
aminopeptidase N, poderia ajudar a explicar por que novas combinagdes de dominios Il
e Il podem gerar uma mudanca de especificidade (De Maagd et al., 2001). Outra
importante proteina ancorada a GPIl, uma fosfatase alcalina, foi reconhecida como
receptora de CrylAc em Heliothis virescens e M. sexta. A ALP também pode facilitar a
insercdo do oligbmero na membrana lipidica, explicando o porqué de mutagdes na
toxina CrylAc afetarem severamente a ligacdo a APN, mas ainda mantém atividade
toxica para larvas de M. sexta (Jenkins et al., 1999). No modelo de formacdo do poro, o
oligbmero pré-poro é responsavel pelo inicio da morte celular. Em contraste, no modelo
de transducdo de sinal, apenas a ligacdo da forma monomeérica da toxina Cry ao receptor
Bt-R1 é responsavel pela toxicidade (Juaréz et al., 2008). Este passo do modo de acéo
possivelmente ativa uma proteina G e adenilato- ciclase que promove a producdo de
CAMP intracelular. O aumento dos niveis de CAMP ativa uma proteina quinase A que
causa a morte celular (Zhang et al., 2006) (Figura 6). Pigott & Ellar (2007), fazem
observacdo sobre 0 modo de acdo proposto por Zhang, ja que outros trabalhos (Knowles
& Farndale, 1988), haviam mostrado anteriormente que toxinas Cry aumentavam 0s
niveis de CAMP em células de Mamestra brassicae, e que os efeitos sobre a adenilato
ciclase, eram mais efeitos secundarios, da interacdo da toxina com a membrana, do que
do efeito citolitico realmente. Pigott & Ellar (2007), sugerem que mais trabalhos devem
ser realizados para corroborar 0 modelo proposto por Zhang e confirmar a ligacéo entre
a citotoxicidade das toxinas Cry e o aumento de cAMP celular, mostrando

principalmente como a proteina quinase A age in vivo.
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Figura 6. Representacdo esquematica do modo de acdo de toxinas Cry de B.
thuringiensis. Ao ser ingerido pela larva, o cristal paraesporal formado por proteinas
Cry € dissolvido no ambiente alcalino do intestino médio do inseto e ativado por
proteases do inseto. As toxinas ativas ligam-se entdo a um receptor primario do tipo
caderina, presente na membrana das microvilosidades das células epteliais do intestino
médio. Esta interacdo promove uma clivagem adicional da toxina, facilitando a
formacgéo de um oligbmero. Este, liga-se a um segundo receptor do tipo APN ou ALP
para que ocorra a insercdo da estrutura oligomérica na membrana celular provocando
lise osmdtica. Uma outra via para acdo de toxinas Cry, seria a ativagdo sequencial de
uma proteina G e uma adenilato ciclase, o que levaria a um aumento nas concentracdes
de AMP ciclico (CAMP) e resultaria na ativagdo da proteina quinase A (PKA)
culminando na morte celular. Adaptado de http://web.utk.edu/~jurat/.

1.1.7.3-Proteinas Cyt

Toxinas citoliticas que ndo sdo estruturalmente relacionadas as proteinas Cry e,
tampouco apresentam homologia de sequéncia de aminodcidos com tais proteinas
compdem um subgrupo distinto de 6-endotoxinas denominadas Cyt. Estas proteinas sao

produzidas pelo B. thuringiensis subsp. israelensis e algumas outras subespécies. Em
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contraste com as proteinas Cry, que sao especificas majoritariamente para lepidépteros e
coledpteros, as Cyt sdo tdxicas in vivo, principalmente, para larvas de dipteros (Butko,
2003) (Tabela 2).

Tabela 2- Classificacdo e divisdo das proteinas Cyt de B. thuringiensis proposta pelo

comité internacional de 1993.

Proteina Subgrupos Atividade
Cytl 5 Dipteros
Cyt2 5 Dipteros/Coledpteros
Cyt3 1 Coledpteros

A primeira tentativa de propor um modelo para a estrutura tridimensional das
proteinas Cyt1A foi realizada por Ward e colaboradores em 1988. Apesar desse trabalho
ndo conseguir propor um modelo, os autores identificaram algumas caracteristicas da
estrutura da toxina, como apenas um dominio apresentando duas a-hélices antiparalelas
e abundancia de folhas-B. O modelo da estrutura da proteina CytlA (Butko, 2003)
(Figura 7) foi sugerido a partir do modelo da proteina Cyt2Aal, que foi proposto,
através de técnicas de cristalografia de raios-X, por Li e colaboradores em 1996. O
alinhamento das sequéncias das proteinas CytlAa e Cyt2Aa mostra que a arquitetura
o/p é, presumivelmente, bem conservada entre as diferentes toxinas Cyt (Li et al.,

1996).
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Figura 7. Representacdo esquematica da estrutura da toxina CytlAa. A proteina
CytlAa consiste de um Unico dominio a-f constituido de quatro a-hélices (al, a2, a3,
a4) que flanqueiam um conjunto de folhas-p (B4, B5, p6, B2). Acredita-se que as folhas-
B inserem-se na membrana plasmatica, promovendo a formacdo do poro (Adaptado de
Butko, 2003).

Até o momento, 37 genes cyt ja foram descritos e suas sequéncias depositadas
no banco, dividas em 3 grupos e em diferentes subgrupos (Tabela 2). A atualizagdo
constante  desses dados pode ser acessada via internet no endereco:

http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil Crickmore/Bt/toxins2.html.

Embora o espectro de atividade de CytlAa, que é a proteina mais estudada da

subfamilia Cyt, in vivo seja restrito, in vitro esta exibe ampla atividade citolitica para
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uma variedade de células de inseto e mamifero, incluindo eritrécitos, linfocitos e

fibroblastos (Knowles & Ellar, 1987; Thomas & Ellar, 1983).

1.1.7.3.1-Modo de acédo das proteinas Cyt

A toxina citolitica CytlAa, quando solubilizada no ambiente alcalino do
intestino médio de mosquitos, é liberada como uma protoxina dimérica. Sob ativacao
proteolitica da protoxina, em ambas as extremidades N e C terminais, uma toxina
monomérica de 22-25 kDa € produzida e atua na membrana das células epiteliais do
intestino médio (Armstrong et al. 1985; Gill et al., 1987). O mecanismo de acdo das
toxinas Cyt ainda encontra-se sob controvérsia. E sugerido que as duas algas de o-
hélices externas distanciam-se das folhas B quando entram em contato com a membrana,
permitindo assim, que as trés Ultimas folhas B inseriram-se na membrana.
Consequentemente, a oligomerizagcdo com outros mondmeros e a formagao de um poro
tipo B-barril pode ocorrer, resultando em lise osmética (Cohen et al., 2008). Outro
modelo sugere que a por¢do hidrofilica das hélices interaja com residuos de outros
mondmeros para formar um oligdbmero. Isto resulta em uma agregacdo nédo especifica de
toxinas Cyt na superficie da bicamada lipidica, levando a uma agéo do tipo detergente e

desestruturacdo da membrana (Thomas & Ellar, 1983; Manceva et al., 2005) (Figura 8).
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Figura 8. Representacdo esquematica das hipdteses do modo de acéo das proteinas
CytlA. A) Modelo de formacdo dos poros. 1) Solubilizacdo da proteina. 2) Ligacao e
insercdo da proteina na membrana plasmatica. 3) Formacdo do poro e disfuncédo
osmotica. B) Modelo do funcionamento da proteina como detergente. 1) Solubilizagédo
da proteina. 2) Ligacdo das proteinas na superficie da membrana plamaética. 3)
Formacdo de agregados lipidios-toxinas e destruicdo da membrana plasmatica
(Adaptado de Butko, 2003).

Thomas & Ellar (1983) demonstraram que as toxinas Cyt perdiam sua atividade
apos incubacdo com lipideos. Estes autores demonstraram que fatores determinantes
para a ligacdo da toxina residem na natureza da cabeca polar lipidica (fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina e esfingomielina) e na presenca de cadeias de &cidos graxos

insaturadas.

1.1.7.4-Sinergismo entre proteinas Cyt e Cry

As toxinas citoliticas também s&o tdxicas para mosquitos, embora sua atividade
seja geralmente menor do que a atividade de proteinas Cry tdxicas para estes insetos
(Chang et al., 1993). Entretanto, as toxinas Cyt agem sinergicamente com toxinas Cry,
funcionando como receptores para essas toxinas, tendo portanto, um papel crucial na

atividade geral das inclusdes paraesporais (Poncet et al., 1995; Crickmore et al., 1995).
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Dessa forma, o B. thuringiensis subsp. israelensis torna-se uma alternativa natural e
eficiente para 0 combate ao surgimento de populacdes de mosquitos resistentes as
proteinas Cry, pois esta bactéria pode expressar tanto suas toxinas, como seus
receptores ativos (Bravo & Soberdn, 2008). Populagdes de Culex quinquefasciatus,
selecionadas em laboratorio, apresentaram resisténcia as proteinas Cry4Aa, Cry4Ba e
Cryl1Aa, porém nenhuma resisténcia foi adquirida quando estas proteinas foram
testadas juntamente com a proteina CytlAa (Wirth et al., 1997). Além disso, as toxinas
do B. thurinensis subsp. israelensis, quando testadas separadamente, apresentam baixa
toxicidade, no entanto, quando estas sdo testadas juntamente com as proteinas Cyt
apresentam alta atividade. A ligacdo de CryllAa a BBMVs de larvas A. aegipty é
aumentada pela presenca de Cyt1Aa ligado a membrana (Cohen et al., 2011). De acordo
com Pérez e colaboradores (2005), dois epitopos de ligacdo de CytlAa -
106EIKVSAVKE4 (localizado em B7 e a6) e 220NIQSLKFAQ22s (localizado em [8)
foram identificados como estando envolvidos na interacdo de ligagdo com CryllAa e,
mutacdes pontuais em Cyt1Aa afetam a ligacdo e interacdo com Cryl1lAa e, portanto, 0
sinergismo entre essas toxinas. Também foi demonstrado pelos mesmos autores que as
regides de algas do dominio Il de Cryl1Aa estavam envolvidas na ligacdo e sinergismo
com CytlAa. Esses dados mostraram que a ligacdo de CryllAa a CytlAa facilita a
formacgédo de oligbmeros de CryllAa, indicando que CytlAa pode atuar como um
receptor primario tipo caderina (Pérez et al., 2007). Toxinas Cyt1Aa mutadas também
foram utilizadas para avaliagdo de sinergismo com a toxina Cry4Ba nativa ou com
mutacdes nas algas de seu dominio Il. Esses experimentos foram conduzidos por Canton
e colaboradores (2010) e os resultados obtidos também indicam uma interagao entre

CytlAae Cry4Ba.
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1.1.7.5-Regulacao da expressao das o-endotoxinas

As 6-endotoxinas sdo produzidas durante a fase estacionéria do crescimento
bacteriano e, apesar do baixo nimero de cOpias dos genes responsaveis pela expressao
dessas toxinas, ocorre um acumulo de é-endotoxinas no compartimento da célula-mée
sob forma de cristais que correspondem a 25-30% das proteinas totais da bactéria em
esporulacdo (Agaisse & Lereclus, 1995). Este fato indica a existéncia de um controle de
expressdo eficiente baseado em mecanismos transcricionais e pds-transcricionais
(Schnepf et al., 1998). De acordo com a expressdo, 0s genes cry podem ser agrupados

em dependentes e ndo dependentes da esporulacéo.

1.1.7.6-Expressao de genes dependentes da esporulacéo

A esporulacdo é um mecanismo de reposta das células de B. thuringiensis a
condicBes de crescimento desfavoraveis, cuja finalidade é produzir uma forma de
resisténcia ao ambiente desfavoravel ao seu desenvolvimento. Os diferentes
mecanismos que regulam a esporulagdo tem sido estudados principalmente em B.
subtilis, uma espécie semelhante ao B. thuringiensis. De modo que, 0s estudos
morfologicos e genéticos mostraram alta similaridade entre o mecanismo de
esporulacdo entre estas duas espécies (Driks, 2002). Estes estudos tém fornecido
informacdes detalhadas a respeito de mecanismos complexos de controle temporal e

espacial do processo de diferenciacao.

Em nivel transcricional, o desenvolvimento da esporulagdo é controlado por
ativacOes sucessivas de fatores que se ligam & RNA polimerase para direcionar a
transcricdo a partir de promotores especificos da esporulacdo (Moran, 1993). Estes

fatores sdo compostos do fator o™ que é o principal fator ativo durante a fase vegetativa,
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e cinco outros fatores denominados ", o, %, c© e o, que aparecem nessa ordem
temporal durante o processo. Os fatores ™ e ' sd0 ativos na célula pré divisionaria, ¢

e " sdo ativos na célula-mae e " e ° sdo ativos no pré-esporo (Schnepf et al., 1998).

O gene crylAa € um exemplo tipico de gene dependente da esporulacdo
expresso apenas no compartimento da ceélula-mde de B. thuringiensis. Wong e
colaboradores (1983) identificaram dois promotores sobrepostos, Btl e Btll, a partir dos
quais crylAa é transcrito. O promotor proximal (Btl), relativo a regido codificadora de
crylAa, é reconhecido pelo fator o de B. thuringiensis, enquanto que o promotor mais
distal ao sitio de inicio de transcricdo de crylAa é reconhecido pelo fator ¢¥. Btl é ativo
entre T?e T° da esporulacéo e Btll é ativo a partir de T° em diante (onde T, é o n(imero
de horas depois do final da fase exponencial). Brown & Whiteley (1988; 1990),
isolaram dois fatores ¢*° e 6°* que especificamente direcionam a transcricdo de crylAa
pela ativacdo de Btl e Btll, respectivamente. Os genes que codificam estes dois fatores
sigma foram clonados e sequenciados (Adams et al., 1991). As sequéncias de
aminoéacidos deduzidas dos fatores o>’ e ¢** apresentam identidade de 88% e 85% com
os fatores o* e c* de B. subtilis, respectivamente. Este alto grau de identidade e a
habilidade em conduzir a transcricdo a partir de promotores de B. subtilis,
especificamente reconhecidos por c* e ¢*, indicam uma homologia funcional entre os
respectivos pares de fatores sigma. Outros genes como os das classes cry2, cry4, cryll,
cryl5 e cyt, possuem regides contendo promotores similares. Dessa forma, a regulagéo
temporal da sintese da proteina formadora de cristal é, em parte, assegurada por

sucessivas trocas de fatores sigma (Schnepf et al., 1998).
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1.1.7.7-Genes ndo dependentes da esporulacdo

O gene cry3Aa, isolado de B. thuringiensis subsp. tenebrionis, com atividade para a
ordem Coleoptera é expresso durante o crescimento vegetativo, embora também seja
expresso em menor grau na fase estacionaria (de Souza et al., 1993; Malvar et al.,
1994). Ao contrario dos promotores Bt (reconhecido pelo fator sigma do tipo %) e Btll
(reconhecido pelo fator sigma do tipo c*) todos da fase de esporulagdo de Bt, o
promotor de cry3A, embora incomumente localizado distante do cddon de inicio
(posicao —558), assemelha-se aos promotores reconhecidos pelo fator sigma o” da fase
vegetativa da bactéria. Andlise génica de Bt (Salamitou et al., 1996; Pérez, 2004) e B.
subtilis (Agaisse & Lereclus, 1994), mostra que a transcricdo do gene cry3A ¢
dependente dos fatores sigma o na fase vegetativa, e continua sendo transcrito pelo
fator sigma o' durante a fase de esporulacéo, além de ter sua transcricio aumentada em

isolado de mutante incapaz de iniciar a esporulacéo (Lereclus et al., 1995).

1.1.7.8-Mecanismos pés-transcricionais

A estabilidade do mRNA ¢é um importante fator para o alto nivel de producdo de
toxina em B. thuringiensis. A meia-vida do mRNA dos genes cry, em torno de dez
minutos, é pelo menos cinco vezes maior do que a meia-vida de mRNA bacteriano em

geral (Glatron & Rapoport, 1972).

Wong & Chang (1986) mostraram que a presenca de um possivel terminador
transcricional do gene crylAa contendo seqiiéncias repetidas com orientacdo invertida
palindrémica, localizadas na extremidade 3" do mRNA atuaria como um protetor contra

degradacdo por exorribonucleases com atividade 3" - 5°, devido a capacidade das
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seqiiéncias repetidas invertidas de formar estruturas em alga. Seqiiéncias terminadoras
similares, potencialmente capazes de formar alcas, sdo encontradas downstream de
varios genes cry e podem contribuir para seus altos niveis de expressdo por estabilizar

os transcritos (Wong & Chang, 1986).

A insercéo da regido ndo-traduzida 5 de cry3Aa (extendendo-se dos nucleotideos
—-129 a -12), entre o promotor xylA de B. subtilis e 0 gene reporter lacZ aumentou,
cerca de dez vezes, tanto a estabilidade do mRNA fusionado do lacZ, como a produgéo
de B-galactosidase (Agaisse & Lereclus, 1994). Analise de mutacdo e delecdo indicam
que a seqléncia requerida para o efeito de estabilizacdo é uma sequéncia Shine-
Dalgarno (GAAAGGAGG) localizada entre os nucleotideos -125 a -117. A
estabilidade do mensageiro de cry3Aa pode ser devida a uma interacdo entre a
extremidade 3"do rRNA 16S e a sequéncia Shine-Dalgarno. A ligacdo da subunidade
ribossomal 30S a esta seqliéncia pode proteger o mMRNA de ribonucleases com atividade
57-3", resultando em um transcrito estavel com a extremidade 5" no nucleotideo —129.
Seqliéncias Shine-Dalgarno potenciais estdo presentes em posi¢oes similares upstream

dos genes cry3Ba, cry3Bb e cry3Ca (Donavan et al., 1992; Lambert et al., 1992).

1.1.8-B. thuringiensis subsp. israelensis

O B. thuringiensis subsp. israelensis (Bti) é altamente eficaz como larvicida
contra diversas espécies de mosquitos como Culex spp., Aedes spp., € Anopheles spp.,
vetores de doencas humanas. O principal componente inseticida do Bti € um corpo
paraesporal produzido durante a esporulacdo, composto pelas proteinas &-endotoxinas,
CytlAa, Cyt2Ba, Cry4Aa, Cry4Ba, Cryl0Aa e CryllAa (Wirth et al., 2005; Porter et

al., 1993), cujos genes responsaveis por suas expressdes encontram-se em um
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megaplasmideo de 128 kb, pBtoxis (Figura 9). Além disso, o plasmideo contém
sequéncias que codificam duas outras proteinas (P19 e P20) que atuam, possivelmente,

como chaperonas, auxiliando na formacéo dos cristais (Berry et al., 2002).
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Figura 9. Representacdo circular do pBtoxis. O circulo mais interno mostra a razao
GC [(G-C)/(G+C)], com valores positivos em amarelo e valores negativos em rosa. O
segundo circulo representa o contelldo de G+C. Os circulos externos representam 0s
genes em ambas as fitas do plasmideo com os nimeros de referéncia das sequéncias
codantes génicas (Berry et al., 2002).

Estas 6-endotoxinas séo de grande interesse para o desenvolvimento de novos
bioinseticidas que causem o minimo impacto ecolégico sendo, por isso, alternativas

interessantes para o controle de insetos.

Atualmente, o Bti é comercializado em larga escala para o controle de mosquitos

e borrachudos, e varios produtos eficientes estdo disponiveis no mercado. O Bti foi
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usado em campanhas intensivas de controle realizadas nos EUA e Alemanha para o
controle de pernilongos, e na Africa para o combate a simulideos vetores da
Oncocercose (Glare & O'Callaghan, 2000). Em 1983, os primeiros estudos conduzidos
no Brasil avaliaram a eficiéncia de agentes biologicos no controle de simulideos. Em
1986, devido aos resultados promissores, iniciou-se a substituicdo dos organofosforados
por produtos a base de Bti. Desde entdo, tornou-se a Unica tatica de controle de
simulideos. O Bti foi usado também com grande sucesso no Peru, Equador e na regido
Amazonica do Peru (Kroeger et al., 1995). Recentemente, a Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, que vem trabalhando em conjunto com uma companhia
privada, introduziu um novo produto a base de Bti, lancado no mercado em 2005

(Andrade, 2008).

Segundo de Barjac (1978), foi observado que as toxinas de Bti causam paralisia
de movimento e morte subsequiente de larvas de Aedes aegypti, além de demonstrar a
evidéncia histopatologica de que o epitélio do intestino é o alvo primario. Este epitélio

também apresentou um inchaco tipico seguido de lise tecidual generalizada.

1.1.8.1-6-endotoxinas de B. thuringiensis subsp. israelensis

As toxinas Cry4Aa e Cry4Ba de 128 e 134 kDa, respectivamente, produzidas
por B. thuringiensis subsp. israelensis, sdo especificamente toxicas, quando ativadas
proteoliticamente, para larvas de mosquitos dos géneros Aedes, Anopheles e Culex
(Hofte & Whiteley, 1989; Schnepf et al., 1998). Estes mosquitos sdo responsaveis pela
transmissdo de sérias doencas humanas atuando como vetores do virus da dengue,

maldria e parasitas filariais.
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As protoxinas Cry4Aa e Cry4Ba sdo moléculas intimamente relacionadas,
exibindo uma taxa de identidade de seqliéncia de aminoacidos de 78%. As regides C-
terminais das protoxinas de 130 kDa Cry4Aa e Cry4Ba sdo praticamente idénticas, no
entanto, suas por¢es N-terminais proteoliticamente ativadas, apresentam apenas cerca
de 55% de similaridade de sequiéncia (Chungjatupornchai et al., 1988; Ward & Ellar,
1988). Essas toxinas também sofrem clivagem intramolecular resultando em fragmentos
de 45 e 18 kDa para Cry4Aa e, 46-48 e 16-18 kDa para Cry4Ba (Boonsern et al., 2005).
Apesar da similaridade, essas toxinas exibem diferentes niveis de toxicidade contra
varias espécies de mosquitos. Enquanto Cry4Ba é altamente toxica para larvas de Aedes
e Anopheles (vetores do dengue e febre amarela e da maléria, respectivamente), esta
toxina apresenta baixa atividade contra larvas de Culex. Em contraste, Cry4Aa exibe um
alto nivel de toxicidade contra larvas de Culex e Aedes, porém um pouco menos toxica
para Anopheles (Poncet et al., 1995). Experimentos de mutagéneses sitio-dirigidas com
toxinas Cry identificaram regides do dominio Il como os principais determinantes para
a especificidade de insetos (Abdullah et al., 2003; Rajamohan et al., 1996; Wu et al.,

2000).

A familia de é-endotoxinas Cryll compreende proteinas de 66-72 kDa ativas
para dipteros. A ativacdo proteolitica desta toxina remove 28 residuos de aminoacidos
da porgdo N-terminal da protoxina e promove uma clivagem intramolecular resultando
em fragmentos de aproximadamente 38 e 32 kDa (Yamahiwa et al., 2002). A toxina
CryllAa € a mais ativa encontrada no cristal de Bti contra A. aegypti. Esta toxina
apresenta, ainda, atividade para larvas de Culex ssp. e Anopheles ssp. (Fernandez et al.,
2005). A proteina Cryl1Aa necessita de algumas proteinas acessorias que ajudem em
seu processo de cristalizagdo, ja que sdo proteinas truncadas e ndo possuem a porcao C-

terminal presente nas proteinas Cry de 130 kDa. As proteinas P19 (19 kDa) e P20 (20

48



kDa) sdo expressas pelo operon do gene cryllAa e proporcionam uma maior eficiéncia
na producdo de Cryl1Aa (Wu & Federici, 1995). O dominio Il da toxina Cryl1Aa estd
envolvido no reconhecimento do receptor e, por isso, é considerado como a regido

determinante para especificidade desta toxina.

A proteina CrylOAa é expressa como uma protoxina de 78 kDa que é,
posteriormente, clivada em uma toxina ativa de 60 kDa. Sua atividade foi
primeiramente descrita para insetos da ordem Diptera (Thorne et al., 1986).
Interessantemente, o gene cryl0Aa é um operon ja que este inclui duas ORFs (ORF1 e
ORF2, respectivamente), separadas por uma sequéncia ndo traduzida de 48 pb. A ORF1
contém a sequéncia completa da 6-endotoxina. A ORF2 apresenta alta identidade a
sequéncia da metade C-terminal das proteinas do tipo Cry4, com capacidade para
codificar uma proteina de 56 kDa. Por isso, acredita-se que um possivel gene ancestral,
cryl0Aa, seria similar em tamanho aos genes tipo cry4. Entretanto, uma pequena
sequéncia pode ter-se inserido no gene, ou mutac@es produziram codons de terminacgéo

nesta regido (Hernandez-Soto et al., 2009).

CytlAa foi a primeira toxina citolitica a ser isolada e caracterizada. Esta toxina é
citolitica para celulas de insetos da ordem Diptera, e em concentracdes vérias vezes
maiores, também apresenta toxicidade para uma gama de células de vertebrados e
invertebrados (Gill et al., 1992). J& foi demonstrado que a protoxina nativa, CytlAa, é
toxica, in vitro, para eritrocitos e outras células de mamiferos, e também letal para
camundongos via injecdo intravenosa (Thomas & Ellar, 1983; Knowles et al., 1992). A
méaxima toxicidade de CytlAa ocorre apés solubilizacdo alcalina e protedlise das
extremidades N- e C-terminais, convertendo a protoxina de 27 kDa em uma forma ativa
de 22-25 kDa. Vérios estudos ja demonstraram que a combinacdo de CytlAa com

outras endotoxinas Cry, como naturalmente acontece na linhagem selvagem de Bti, é
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responsavel pela ndo ocorréncia de resisténcia em larvas de mosquitos a essa bactéria

(Wirth et al., 2005).

A toxina Cyt2Ba é um menor componente do complexo de proteinas formadoras
do cristal paraesporal produzido pelo Bti. Esta toxina € composta de 263 amino&cidos
com cerca 41% de identidade com CytlAa (Guerchicoff et al., 2001). Apesar das
similaridades nas sequéncias entre as duas proteinas Cyt, nenhuma reacdo cruzada
antigénica foi relatada entre elas (Held et al., 1990). A protoxina Cyt2Ba apresenta
massa molecular de 24 kDa e, quando ativada proteoliticamente, sua massa € de 22 kDa

(Cohen et al., 2008).

1.1.9-Baculovirus

Dentre os virus de insetos, os baculovirus compreendem o maior e mais
estudado grupo e é o que tem sido mais aplicado como bioinseticida devido ao seu
relativamente restrito espectro de hospedeiros (Bonning & Hammock, 1996). Sao
grandes virus em forma de bastdo, envelopados, contendo DNA circular dupla fita
“super-coiled” como genoma, variando de 80 a 200 pkb (Arif, 1986). Infectam
invertebrados, principalmente, insetos da ordem Lepidoptera, mas também das ordens
Diptera e Hymenoptera (Ribeiro et al., 1998; Moscardi, 1999). Os baculovirus tem sido
amplamente utilizados como vetores de expressdo de genes heter6logos, ja que sdo
capazes de produzir e processar, em grande quantidade, proteinas de procariotos e
eucariotos, o que o faz apropriado para o uso, por exemplo, como agentes profilaticos
(vacinas) e para diagnose ( O'Reilly et al., 1992; Castro et al.,1999). Baculovirus
também tém sido usados para o proposito de transferéncia génica em células de

mamiferos. Os tipos celulares que sdo suscetiveis constituem uma lista em expansédo de
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células humanas saudaveis e tumorais de varias origens (Guo et al., 2011), resultando

na utilizacdo do virus como um potente sistema de entrega em terapia génica.

1.1.9.1-Classificacdo dos baculovirus

De acordo com o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), a
familia Baculoviridae é classificada em dois géneros, Nucleopoliedrovirus (NPV) e
Granulovirus (GV). Os dois géneros produzem particulas virais envoltas por uma
oclusdo cristalina de natureza protéica, também denominada corpo de ocluséo,
constituido principalmente pelas proteinas poliedrina ou granulina, respectivamente,
dependendo do género (Murphy, 1995). Os Nucleopolyhedrovirus (NPV) possuem
corpos de oclusdo denominados poliedros variando entre 0,15 a 15um (Bilimoria,
1991). Cada poliedro pode conter um ou varios nucleocapsideos por virion (Ribeiro &
Crook, 1998; Castro e Souza, 2006) (Figura 10). O género Granulovirus, ou virus da
granulose, possui um corpo de oclusdo denominado granulo na forma ovicilindrica com
cerca de 0,3 a 0,5um e cada granulo contem um virion, raramente dois ou trés (Crook,
1991; Ribeiro et al., 1998). Entretanto, Jehle e colaboradores (2006) propuseram uma
reclassificacdo e renomeacdo dos géneros de baculovirus, baseadas em evidéncias
filogenéticas, composicdo do genoma e caracteristicas morfoldgicas e patolédgicas. Esta
nova  classificacdo =~ compreende  os  Alphabaculovirus, Betabaculoviris,
Gammabaculovirus e Deltabaculovirus.

Os Alphabaculovirus incluem todos os nucleopoliedrovirus especificos para
lepidopteros. Os Betabaculovirus compreendem todos os granulovirus de lepidopteros.
Os Gammabaculovirus abrangem os nucleopoliedrovirus de hymenopteros e o0s

Deltabaculovirus os nucleopoliedrovirus de dipteros. (Jehle et al., 2006).
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Como caracteristica singular, os baculovirus apresentam dois fendtipos durante
seu ciclo de infeccdo (Figura 10). O virus extracelular BV (“Budded Virus”), que é
responsavel pela infeccdo sistémica, isto €, de célula-a-célula no inseto, e o virus ocluso,
também denominado virus derivado de oclusdo ODV (“Occlusion Derived Virus”),
sendo este responsavel pela transmissdo inseto-a-inseto (Smith et al., 1983).

Apesar de serem morfologicamente distintos na composi¢do de seus envelopes,
ndo possuirem as mesmas proteinas estruturais e terem sitios celulares de producgéo e
maturacdo diferentes, os dois fen6tipos sdo idénticos geneticamente (Smith & Summers,
1978).

O envelope dos virus extracelulares (BV) é adaptado para 0 movimento e
infeccdo dos tecidos do inseto. Em um dos pélos do envelope, existem projecdes
denominadas peplémeros, constituidos pela proteina GP64, no grupo | dos NPVs
(Volkman et al., 1984), ou pela proteina LD130 nos GVs e no grupo Il dos NPVs
(Pearson et al., 2000). Durante a infeccdo, essas proteinas localizam areas especificas na
membrana celular direcionando a entrada do virus na célula hospedeira através da
endocitose mediada por receptores especificos (Blissard & Rohrmann, 1989).

Os virus oclusos apresentam, no seu envelope e exposta ao meio exterior, a
proteina P74. Uma das possiveis fungdes desta proteina € a ligacdo dos ODVs nas
ceélulas epiteliais do intestino médio do inseto (Faulkner et al., 1997). As particulas
virais encontram-se imersas em uma matriz proteica formada predominantemente pela
poliedrina (NPVs) ou granulina (GVs). Esta estrutura cristalina é soltuvel apenas em
condigdes alcalinas, proporcionando assim, estabilidade fisica e biologica aos virions

(Hu et al., 1999).
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Figura 10. Ultraestrutura de um baculovirus. A, Microscopia eletronica de
transmissdo mostrando uma particula viral extracelular ("budded virus™) entrando em
uma célula por endocitose. B, — Microscopia eletronica de transmissdo mostrando
particulas virais oclusas (ODV) em uma matriz protéica (corpo de oclusao). (Fonte:
Bergmann Morais Ribeiro. Fotos ndo publicadas). C, Representacdo dos fenttipos BV
(virus extracelulares) e ODV (virus derivados da oclusdo). Fonte: Castro & Souza, 2006
— ilustragdo adaptada de Kalmakoff & Ward, 2003.

1.1.9.2-Modo de infecgdo

A principal rota natural de infeccdo é através da ingestdo de alimento
contaminado com o virus na forma ocluida (ODV). No ambiente altamente alcalino do
intestino médio da larva do inseto-alvo, os poliedros sdo rapidamente dissolvidos e as
particulas virais s&o liberadas, dando inicio a infec¢éo das células epiteliais do intestino

médio (Volkman & Keddie, 1990) (Figura 11).
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Apos a entrada no ndcleo, o DNA viral é replicado, apresentando uma progénie
de novos nucleocapsideos apos 8 horas de infeccdo. Esses nucleocapsideos atravessam a
membrana nuclear e sdo transportados para a regido basolateral das células colunares do
intestino médio, sendo liberados para infectar células do sistema respiratério e
circulatério (Engelhard et al., 1994). Alternativamente, os virus oriundos da dissolucéo
dos poliedros entram na célula colunar e a atravessam para infectar as células do sistema

traqueal ou hemolinfa (Barrett et al., 1998) (Figura 12).

Intestino médio

Membrana peritrofica

pH alcalino

Ingestao de poliedros

Dissolucdo de poliedros e

x liberagao de virions
w—- W= vy,
Poliedros com ; S5 =
virions ocluidos Membrana R S—
peritréfica ruptura da membrana

I

(¥ B R W B AW B B RV B RS LW JJJ

Células do intestino medio

Figura 11. Inicio de infeccdo viral no intestino médio de uma lagarta infectada por
baculovirus. A larva do inseto ingere os poliedros e, apos a ingestao, estas seguem pelo
trato digestivo. No intestino médio, devido ao pH altamente alcalino, as particulas virais
sdo liberadas, passando pela membrana peritréfica e infectando as células colunares
(caracterizando a infecgdo priméria). Fonte: Castro & Souza, 2006 — ilustragdo adaptada
de Kalmakoff & Ward, 2003.
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Figura 12. Desenho esquematico mostrando o ciclo de infec¢do in vivo de uma
larva de lepiddptera infectada por um baculovirus. O ciclo tem inicio com a ingestéo
de poliedros pela larva do inseto e, estes seguem pelo trato digestivo até chegarem ao
intestino médio e sofrem dissolucéo pelo alto pH e liberam as particulas virais. Com a
passagem pela membrana peritréfica, o virus pode infectar células colunares
(caracterizando a infec¢do primaria). Depois da entrada do virus na célula, o material
genético segue em direcdo ao nucleo da célula hospedeira para a replicacdo viral e
formacdo de novas particulas, os virus extracelulares (BV), para o estabelecimento de
uma infeccdo secundaria. Com 18h pds-infeccdo, pode-se observar a formacdo de
virions envoltos pela proteina poliedrina formando os virus oclusos (ODV). Fonte:
Castro & Souza, 2006 — ilustragdo adaptada de Kalmakoff & Ward, 2003.

Um dos baculovirus melhor caracterizados é o Autographa californica multiple
nucleopolyhedrosis virus (AcMNPV), cujo genoma abriga pelo menos 154 ORFs
(Ayres et al., 1994). A expressdo génica do AcCMNPV pode ser regulada,
principalmente, em nivel transcricional, e o ciclo de replicacdo viral pode ser
intimamente regulado por fatores virais e ambiente celular, expressando
sequencialmente genes nas fases de infeccdo precoce, tardia, e muito tardia (Friesen,
1997; Jiang et al., 2006).

Os transcritos precoces (early) do AcMNPV sédo sintetizados pela RNA
polimerase 1l do hospedeiro, enquanto os transcritos tardios (late) sdo produzidos por
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uma RNA polimerase viral (Huh & Weaver, 1990). Para utilizar a maquinaria
transcricional do hospedeiro, os baculovirus desenvolveram promotores que se
assemelham aos promotores que contem elementos TATA responsivos a RNA
polimerase Il celular. Outros elementos regulatérios cis, como o motivo iniciador
CAGT e elementos ativadores downstream foram também encontrados em promotores
de vérios genes precoces do ACMNPYV (Pullen & Friesen, 1995). Ainda, transativadores
virais potentes sdo sintetizados na fase precoce para estimular a expressdo génica viral,
enquanto a concentracdo de DNA viral na celular hospedeira é baixa (Jiang et al.,
2006).

A fase de infeccdo tardia € dividida em dois estagios: tardio e muito tardio, que
extendem-se de 6 a 76 horas pds infeccdo (h.p.i.). No estagio tardio (6 a 12 h.p.i.),
foram identificados fatores de expressdo tardia e, também, uma sequéncia motivo
TAAG que constitui um elemento priméario para atividade promotora tardia e muito
tardia (Lu & Miller, 1997). No estéagio de infeccdo muito tardio (18 a 76 h.p.i.), também
conhecido como fase de ocluséo, proteinas associadas com a oclusdo, lise da célula e
liberacdo dos virus oclusos maduros sdo expressas (Lu & Miller, 1997). Nesse
momento, alguns genes sdo expressos em altos niveis, como por exemplo, 0 gene da

principal proteina do corpo de oclusdo, poliedrina (Jiang et al., 2006).

1.1.9.3-Baculovirus como vetor de expressao

Os baculovirus tem sido usados como vetores de expressdo de proteinas
heterdlogas pela insercdo de genes (humanos, outros vertebrados, plantas, bactérias e
virus) no genoma do virus (Possee, 1997). Os genes heterélogos sdo inseridos sob o
controle de um promotor forte de baculovirus (por exemplo, promotor da poliedrina ou
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promotor da proteina P10) no lécus de um gene ndo essencial para replicacdo do virus.
A poliedrina é a principal proteina do corpo de oclusdo (também chamado de poliedro
nos nucleopoliedrovirus) e € codificada por um gene ndo-essencial. A inativacdo desse
gene por exclusdo ou insercdo de uma seqiiéncia de DNA produz um virus que é capaz
de se replicar em células de inseto, mas ndo produz poliedrina, ndo ocorrendo a
formacgéo do poliedro. A expressdo do gene da poliedrina conduzida a partir de seu
promotor produz, por volta de 70 horas apds a infeccdo, aproximadamente uma
quantidade de poliedrina equivalente a 20-50% do total de proteina produzida pela

celula infectada (Ribeiro & Crook, 1998).

Analogamente, o promotor p10 dos baculovirus também tem sido utilizado, uma
vez que, também permite a producdo de altos niveis de expressdo e por nao constituir o
gene que codifica a proteina P10 um elemento essencial para a replicacdo viral (Vlak et
al., 1998; Weyer et al., 1990). Os niveis de expressdo dos genes exdgenos em células de
inseto, usando o sistema de expressdo em baculovirus, sdo variaveis; o intervalo de 1 a
600 mg de proteina/litro de cultura tem sido relatado (Maiorela et al., 1988; Luckow &

Summers, 1988).

O sistema de expressdo em baculovirus é amplamente utilizado na industria e
em laboratérios de pesquisa. Além dos altos niveis de expressdo das proteinas
recombinantes, o sistema é também conveniente em funcéo da atividade bioldgica das
proteinas heterdlogas expressas ser geralmente eficiente, j& que modificagbes pos-
traducionais corretas como, N-glicosilagdo, O-glicosilacdo e clivagens proteoliticas
podem ser realizadas em células de inseto. Algumas limitagdes também séo atribuidas
ao sistema de expressao baseado em baculovirus. Dentre estas, o fato de que células de
inseto séo incapazes de produzir complexos N-glicosilados com residuos de galactose,

no penudltimo e 4&cido sialico no ultimo residuo de sua cadeia, respectivamente.
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Alternativamente, as células de inseto produzem, na maioria das vezes, N-glicanos mais

simples com residuos de manose terminais (Harrison & Jarvis, 2006).

A insercdo de genes heterélogos em baculovirus pode ser mediada por
recombinacdo homologa, em célula de inseto, utilizando-se para este fim um vetor de
transferéncia contendo um sitio de clonagem no qual serd inserido o gene de interesse
sob o comando de um promotor forte em uma fase tardia da infec¢do. Este cassete é
flanqueado por regibes homologas a seqiiéncias do genoma viral onde ocorrerd a
recombinacéo, apos co-transfeccdo do DNA do vetor de transferéncia juntamente com o
DNA do baculovirus, em célula de inseto (Figura 13). Existem Varios sitios no genoma
do baculovirus, onde genes heter6logos podem ser inseridos (O’Reilly et al., 1992),

dependendo do vetor.

A técnica de transposicdo é um modelo mais recente. O gene de interesse é
inserido em um plasmideo de transferéncia que possui regides flanqueadoras capazes de
realizar transposicdo. Este plasmideo é inserido em uma bactéria que contém além do
seu genoma, o0 genoma do baculovirus na forma de um grande plasmideo (bacmideo), e
outro plasmideo “helper” que codifica uma transposase bacteriana (Luckow et. al.,
1993). A transposicdo do gene de interesse é mediada pela transposase, presente na
bactéria, para 0 genoma do baculovirus. Apos a transposicdo, 0 DNA do bacmideo é
purificado e utilizado na transfeccdo de células de inseto. Este sistema elimina a fase de
selecdo é purificagdo de virus recombinantes além de obter uma maior quantidade de

virus produzido (Kost et al., 2005) (Figura 14).
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1 -regibes flanqueadoras homodlogas 5 — Ppolh (promotor)
2 — Gene exdgeno 6 — Gene reporter
3 — PXIV (promotor) 7-lacz

4 — Psyn (promotor)

Figura 13. Esquema ilustrativo da construcdo e isolamento de baculovirus
recombinantes pelo método de recombinacdo homdloga. Este evento ocorre entre as
regibes flanqueadoras do cassete de expressdo do gene exodgeno, no vetor de
transferéncia, e regides homologas no genoma do virus selvagem (A). Dessa forma, o
virus recombinante adquire o cassete contendo o gene de interesse (B). O virus
recombinante ¢ isolado em dilui¢des seriadas em placas de 96 pocos (C). Os promotores
supracitados sdo derivados do promotor da poliedrina Ppolh. O vetor de transferéncia e
0 baculovirus mostrados acima correspondem ao pSynXIVVI+X3 e ao vSynVI-gal,
repectivamente (Wang et al., 1991).
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Figura 14. Esquema ilustrativo da construcdo de baculovirus recombinantes pelo
método de transposicdo (adaptado do Kit Bac-to-Bac® Baculovirus Expression
System, Invitrogen). O vetor de transferéncia, contendo o gene exdgeno de interesse, é
transformado em células competentes que abrigam o genoma do baculovirus na forma
de bacmideo. Uma transposase codificada por um plasmideo “Helper” cataliza a
transposicdo do cassete com o gene heter6logo sob o comando do promotor do gene da
poliedrina para o bacmideo. O gene lac Z esta inserido no I6cus do gene da poliedrina
no genoma do baculovirus e funciona como gene marcador para selecdo de clones
recombinantes. O DNA bacmideo recombinante é isolado e utilizado para transfectar
culturas de células de inseto para producdo de virus recombinantes.

Estratégias utilizando baculovirus para expressdao de &-endotoxinas de B.
thuringiensis tem sido adotadas para diferentes finalidades. A insercdo de genes cry em
baculovirus pode aumentar a patogenicidade do virus para insetos-praga, 0 que
representa uma vantagem no controle de pragas, ja que o tempo de morte do inseto-alvo
é diminuido com o uso do baculovirus recombinante. A expressao de proteinas Cry e
Cyt isoladamente em células de inseto, usando o baculovirus como vetor de expressao,
possibilita o estudo dessas proteinas no que diz respeito a sua toxicidade, efeito
sinérgico ou antagdnico, quando testadas em conjunto, e a interagdo dessas com seus
receptores em larvas suscetiveis (Merryweather et al., 1990; Pang et al., 1992; Ribeiro

& Croock, 1998; Aguiar, 2006; Martins, 2005, 2006; Corréa, 2007; Lima et al., 2008).

60



2-OBJETIVOS

2.1-Geral

Avaliacdo da citotoxicidade individual e em conjunto de proteinas heterdlogas

Cry e Cyt de cepas recombinantes de Bacillus thuringiensis subsp. israelensis em

células de insetos das ordens Diptera e Lepidoptera, e em células de mamiferos, além de

expressar a proteina Cyt2Ba fusionada a proteina de baculovirus, poliedrina, utilizando

0 sistema de expressdo de proteina heteréloga em célula de inseto baseado em

baculovirus para avaliar a purificacdo da proteina fusionada e sua toxicidade.

2.2-Especificos

Amplificar por reacdo de polimerase em cadeia (PCR) o0 gene cyt2Ba de estirpes
de B. thuringiensis subsp. israelensis, clonar no vetor pGem®-T Easy e
sequenciar;

Clonar os genes Cry e Cyt de interesse no vetor de expressdo em B.
thuringiensis;

Clonar 0 gene cyt2Ba no vetor de transferéncia pFastPH® e pFastBacl para
construcdo de baculovirus recombinantes;

Analisar a expressao protéica das estirpes de B. thuringiensis construidas, bem
como de células de inseto infectadas pelos baculovirus construidos, por SDS-
PAGE;

Purificar as proteinas de interesse, Cry e Cyt, por gradiente de sacarose e utilizar
cromatografia de afinidade em coluna de niquel para optimizar a purificacdo de
Cyt2Ba;

Fazer ensaios de atividade com cada proteina purificada, isoladamente, em

cultura de células de inseto (Diptera e Lepidoptera) e de mamifero.
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e [Fazer ensaios de atividade misturando-se as proteinas Cyt2Ba, Cry4Aa e

Cryl11A, purificadas em cultura de células de inseto e de mamifero.
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3-MATERIAIS E METODOS

3.1-Virus e células

Os baculovirus recombinantes, vAcpolhCyt2Ba e vAcCyt2BaHis foram obtidos
por transposicdo em E. coli DH10Bac™, segundo instrucdes do fabricante do kit Bac-
to-Bac (Invitrogen) e descrito no item 4.3. Os virus foram propagados em células de
Trichoplusia ni (BTI-Tn5B1-4), em cultura (Granados et al., 1994). As células foram
mantidas em meio TC-100 (GIBCO-BRL), suplementado com 10% de soro fetal bovino
a27°C.

Células de E. coli DH5-a.™ (Invitrogen) foram usadas como hospedeiras para os
plasmideos usados no trabalho: pGemcyt2BaNcol, pGemcyt2BaHisBamHlI,
pGemcry4Aa, pFastPH3cyt2 Ba, pFastcyt2BaHisBamHl, pSVP27Acry4Aa,
pSVP27Acryl1Aa, pSVP27Acyt2Ba.

Estirpes de B. thuringiensis subsp. israelensis, S-1989 e S-1806, foram obtidas
do banco de Bacillus ssp. da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Brasilia,
Brasil) como fontes do genes cyt2Ba, Cry4Aa e Cryl1A.

B. thuringiensis acristalifero 4Q7, gentilmetne cedido pelo Dr. Colin Berry,
Cardiff University-UK, foi utilizado para transformacgdo, por eletroporagdo, com o0s
vetores de expressdo em Bt construidos.

Células de Lepidoptera Spodopetra frugiperda IPLB-SF-21AE (Vaughn et al.,
1977), Limantria dispar IPLB-LD-652Y (McClintock et al., 1986), Bombix mori BM-5
(Grace, 1967), foram mantidas a 27 °C em meio TC-100 acrescido de 10% de soro fetal
bovino (Gibco-BRL). Células de Aedes albopictus C6/36 (lgarashi, 1978) foram
cultivadas a 27 °C em meio Leibowitz L15, contendo 10% de soro fetal bovino (Gibco-

BRL).
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Células humanas de cancer de mama MCF-7 (Soule et al., 1973), foram
cultivadas em meio DMEM (Sigma) contendo 10% de soro fetal bovino e mantidas a 37

°C e 5% de CO,.

3.2-Extracdo do DNA plasmidial das estirpes S-1989 e S-1806
de B. thuringiensis

O DNA plasmidial foi extraido por lise alcalina conforme descrito por Sambrook
& Russel (2001). Cinco mL de meio LB (NaCl 10 g.L™, Triptona 10 g.L™, extrato de
levedura 5 g.L™) foram inoculados com culturas das estirpes S-1989 e S-1806 de B.
thuringiensis e mantidos sob agitacdo de 200 rpm a 28 °C por 20 h. As células foram
centrifugadas a 8.000 x g por 10 min e o sedimento foi ressuspendido em 300 pL da
solugédo TES (Tris-HCL 20 mM pH 8.0, EDTA 5 mM, sacarose 20%) contendo 4 mg.L"
! de lisozima. Ap6s incubagdo a 37 °C por 1 h, foram adicionados 200 pL da solugéo de
NaOH 0,2M e SDS 0,1%. A amostra foi homogeneizada gentilmente e mantida a
temperatura ambiente por 5 min. Foram adicionados 200 pL de acetato de potassio 5M,
pH 5,5 e a amostra homogeneizada e mantida no gelo por 15 min. Apds centrifugacdo a
10.000 rpm em uma microcentrifuga Eppendorf, modelo 5415C, por 20 min, o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionado 0,6 V de isopropanol,
sendo a mistura incubada por 1 h a 20 °C. Em seguida, a amostra foi novamente
centrifugada a 10.000 rpm em uma microcentrifuga, modelo 5415C, por 20 min, o
sedimento lavado com etanol 70% e seco a temperatura ambiente até completa
evaporacdo do etanol. O precipitado foi ressuspendido em 100 pL de TE (Tris-HCL10

mM, pH 8.0; EDTA 1 mM).
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3.3-Amplificacdo, clonagem e sequenciamento dos genes
cyt2BaNcol e cyt2BaHisBamHI.

Os genes cyt2BaNcol e cyt2BaHisBamHI obtidos das cepas B. thuringiensis S-
1806 e S-1989, respectivamente, foram amplificados por reacdo de PCR utilizando-se
30 ng do DNA plasmidial de cada estirpe individualmente, 1X tampdo de reacdo da
enzima, 1 U da enzima Taq DNA polimerase (Phoneutria®), 0,4 mM MgCl,, 0,2 mM
dNTP, 0,4uM de cada oligonucleotideo (Tabela 3). As etapas de amplificagdo para o0s
dois genes foram: 94°C/5 min seguido por 30 ciclos de 94°C/1 min, 52°C/1 min, 72°C/1
min e 30 s e uma extensao final a 72°C/7 min. Os fragmentos obtidos foram clonados no
vetor pGEM-T®easy (Promega), de acordo com o protocolo de instruces do fabricante,
e os plasmideos construidos foram transformados em células de Escherichia coli DH5-
o® (Invitrogen). Os DNAs dos pasmideos recombinantes (pGemcyt2BaNcol e
pGemcyt2BaHisBamHI) foram purificados, utilizando-se o Kit de purificagdo de DNA
Wizard®Plus SV Minipreps (Promega) e segiienciado no seqiienciador automético
MEGA BACE 1000 (Amersham Bioscience) na plataforma de seqtienciamento de DNA
da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia com oligonucleotideos universais (SP6
e T7) (Tabela 3) que se anelam nas regides flanqueadoras do sitio de multipla clonagem
do plasmideo pGEMT®-easy. As andlises das seqiiéncias dos genes referidos acima
foram feitas utilizando-se os programas BLAST e ORF Finder, disponiveis no site:

http://www.ncbhi.nlm.nih.gov
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Tabela 3-Oligonucleotideos utilizados no trabalho.

Oligonucleotid Sequécia (5">3") Aplicagéo
€0
cyt2BaNcol forward CCATGGCGATGCACCTTAATAA Amplificacdo
cyt2BaNcol reverse CCATGGATACGATTTTATTGGTA Amplificacdo
cyt2BaHisBamHI forward GGATCCATGCACCTTAATTTGAATAATTTT Amplificacdo
. GGATCCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGATAC Amplificacdo
cyt2BaHisBamHI reverse P ¢
GATTTTATTGGAT
cry4Aa forward CGGATCCATGAATCCTTATCAAAATAA Amplificacdo
cry4Aa reverse CGGATCCTCACTCACTCGTTCATGAAATT Amplificagdo
cryllA forward CAGGATCCATGAATTATATGGAAGAT Amplificacdo
Cry11A reverse CAGGATCCCTACTTTAGTAACGGATT Amplificacdo
Verificacdo da
polhF AATGATAACCTCTCGC orientacao da
clonagem
M13F GTTTTCCCAGTCACGAC Confirmacdo do
bacmideo
M13R CAGGAAACAGCTATGAC Confirmagéo do
bacmideo
SP6 GTAAAACGACGGCCAGT Sequenciamento
T7 GGAAACAGCTATGACCATG Sequenciamento

3.4-Construcao dos vetores de transferéncia contendo os genes
cyt2BaNcol e cyt2BaHisBamHl|

Um pg de cada um dos DNAs dos plasmideos pGemcyt2BaNcol e
pGemcyt2BaHisBamHI foi digerido com 1U das enzimas de restricdo Ncol e BamHI,
respectivamente, de acordo com as instrucdes do fabricante (Promega). Os fragmentos
obtidos (aproximadamente 800 pares de bases, pb) contendo os genes cyt2BaNcol e
cyt2BaHisBamHI foram separados por eletroforese em gel de agarose a 0,8% seguindo
instrugdes descritas em Sambrook et al. (2001). As bandas correspondentes aos genes

cyt2Ba foram eluidas do gel usando-se o kit GFX™ PCR DNA and Gel Band
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Purification Kit (GE Healthcare). O gene cyt2BaNcol foi clonado no vetor de
transferéncia pFastPH® (Figura 15A, Costa, 2008), previamente digerido com a enzima
de restricdo Ncol (Promega), seguindo-se instru¢fes do fabricante, e desfosforilado por
reacdo com a enzima CIAP “Calf Intestinal Alkaline Phosphatase” (Promega) de acordo
com as especificagOes do fabricante. O gene cyt2BaHisBamHI foi clonado no vetor de
transferéncia pFastBacT'\’I 1 (Invitrogen) (Figura 15B), previamente digerido com a
enzima de restricdo BamHI (Promega), seguindo-se instrugdes do fabricante, e
desfosforilado por reacdo com a enzima CIAP (Promega) de acordo com as
especificacOes do fabricante. As ligacOes foram utilizadas para transformacéao bacteriana
em células competentes de E. coli DH5a (Invitrogen) pelo método de choque térmico
descrito em Sambrook et al. (1989). Os clones positivos foram selecionados por
resisténcia em meio com os antibidticos ampicilina (100pg/mL) e gentamicina
(7Tug/mL). Andlises por PCR, utilizando os oligonucleotideos cyt2BaNcol forward e
cyt2BaNcol reverse, especificos para o gene cyt2BaNcol, e cyt2BaHisBamHI forward e
cyt2BaHisBamHI| reverse, especificos para o gene cyt2BaHisBamHI, foram realizadas
para confirmar a clonagem dos genes nos vetores de transferéncia. As etapas de
amplificacdo foram idénticas as descritas no item 3.3. A correta orientacdo do gene
cyt2BaHisBamHI clonado no vetor de expressdo ainda foi confirmada por PCR usando-
se os oligonucleotideos polhF e cyt2BaHisBamHI reverse e o programa com 94°C/5
min seguido por 30 ciclos de 94°C/1 min, 53°C/1 min, 72°C/1 min e 30 s e uma

extensao final a 72°C/7 min.
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Figura 15. Mapa fisico dos vetores de transferéncia usados para producédo de
baculovirus recombinantes. A, Mapa do vetor pFasPH?; B, Mapa do vetor pFastBacl
indicando o sitio de restricdo BamHI para clonagem do gene cyt2BaHisBamHI. Em
azul, o promotor Ppolh. Em laranja, as regifes responsaveis pela transposicao do cassete
para 0 genoma do baculovirus, mediada por uma transposase. Em verde, os genes de
selecdo por antibioticos. Em roxo, o gene polh contendo um sitio Ncol para clonagem
de um gene de interesse, implicando em sua fusdo, em fase de leitura, ao gene polh e a
uma cauda de hexa-histidina (A).

Tn7R Tn7R

3.5-Construcdo dos vetores de expressao contendo 0s genes
cyt2BaHisBamHI, cry4Aa e cryllA e para transformacado de
B. thuringiensis.

Um ng de cada um dos DNAs dos plasmideos pGemcyt2BaHisBamHI,
pGemcry4Aa (Corréa, 2007), pFastcryllA (Lima, 2009), foi digerido com 1U da
enzima de restricdo BamHlI, respectivamente, de acordo com as instrucfes do fabricante
(Promega) para liberacdo de fragmentos contendo os genes cyt2BaHisBamHI, cry4Aa,
cryllA. Os fragmentos obtidos (aproximadamente 800, 3500 e 1900 pb,
respectivamente) foram separados por eletroforese em gel de agarose a 0,8% seguindo
instrugdes descritas em Sambrook & Russel (2001). As bandas correspondentes aos
genes citados foram eluidas do gel usando-se o kit GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare) e clonadas no vetor de expressdo em B. thuringiensis,
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pSVP27A (Figura 16), gentilmente cedido pelo Dr. David Ellar, University of
Cambridge, UK (Crickmore & Ellar, 1992; Crickmore, 1990), previamente digerido
com a enzima de restricdo BamHI (Promega) e desfosforilado por reagcdo com a enzima
CIAP (Promega) de acordo com as especificacbes do fabricante. Os plasmideos
construidos, pSVP27Acry4Aa e pSVP27Acyt2His foram transformados em células
competentes E. coli DH5a (Invitrogen) pelo método de choque térmico descrito em
Sambrook & Russel (2001). Os clones positivos foram selecionados por resisténcia em
meio com o antibidtico ampicilina (100ug/mL). Os plasmideos foram isolados por lise
alcalina como descrito por Sambrook et al., (1989) e submetidos a ensaios de restri¢do
com a enzima Hindlll (Promega), conforme instrucdes do fabricante, para verificagdo
da orientacdo dos genes clonados. O plasmideo obtido, pSVP27Acry11A, foi, da mesma
forma, transformado em células competentes E. coli DH5a, isolado por lise alcalina e
digerido com a enzima de restricdo EcoRI (Promega), seguindo-se instru¢Ges do

fabricante, para analise da orientacdo do gene clonado.
Pcyt

x/ 'Bam HI (670)

pSVP27A
5601bp

Figura 16. Mapa fisico do vetor de expressdo, pSVP27A, usado para expressao de
proteinas heterdlogas em B. thuringiensis. Em vermelho vinho, o promotor Pcyt para
expressao da proteina exogena na fase de esporulacdo do crescimento bacteriano. Em
verde, 0s genes de selecdo por antibioticos. O sitio de restricdo BamH 1, localizado ap6s
do promotor Pcyt, faz parte de um sitio de multiclonagem para insercdo de genes de
interesse. CAT-r, refere-se ao gene de resisténcia a cloranfenicol.
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As construcbes foram transformadas em células competentes de E. coli DH5a
(Invitrogen) e os clones positivos foram selecionados por resisténcia em meio com

ampicilina (100pg/mL).

3.6-Construcdo, por transposicdo sitio-especifica, de
baculovirus recombinantes contendo os genes cyt2BaNcol e
cyt2BaHisBamHI

Células E. coli DH10Bac™ foram utilizadas para dois eventos de transformacéo
distintos com DNA dos vetores de transferéncia pFastcyt2BaNcol e
pFastcyt2BaHisBamHI de acordo com as instrucdes do kit Bac-to-Bac® Baculovirus
Expression System (Invitrogen). As células foram incubadas em placa de Petri com
IPTG e X-Gal a 37°C por 48 h e os clones positivos selecionados por apresentarem
coloracdo branca devido a interrupgcdo do gene lac Z, nos bacmideos recombinantes,
pelos genes cyt2BaNcol e cyt2BaHisBamHI. Andlises por PCR foram realizadas
usando-se os pares de oligonucleotideos M13F/M13R, M13F/cyt2BaNcol reverse e
cyt2BaNcol forward/cyt2BaNcol reverse para confirmar a inser¢do do gene cyt2BaNcol
no bacmideo da col6nia selecionada. Do mesmo modo, 0 bacmideo contendo o cassete
de expressdo do gene cyt2BaHisBamHI foi analisado por PCR com os pares de
oligonucleotideos  cyt2BaHisBamHI  forward/cyt2BaHisBamHI reverse e
cyt2BaHisBamHI forward/M13R. Um pg do DNA de cada bacmideo recombinante foi
utilizado para transfectar células de inseto BTI-TN5B1-4 (10° células). Os bacmideos
foram diluidos em 250 pl de meio de cultura TC-100 sem soro em duas placas (TPP) de
35 mm. A mesma diluicio foi realizada com 10 pl de lipofectina (Cellfectin®,
Invitrogen). As diluicdes foram misturadas e incubadas por 15 min a temperatura
ambiente. O meio de cultura das placas contendo as células foi, posteriormente,

substituido por 500 pl da mistura de DNA/lipofectina possibilitando a cobertura da
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monocamada de células. A placa foi incubada por 3 h & temperatura ambiente. Apds
esse periodo, foi adicionado a cada placa 1,5 ml de meio de cultura TC-100 contendo
10% de soro fetal bovino e as células incubadas a 27°C por sete dias. Seguindo-se este
intervalo de tempo, o sobrenadante das placas foi utilizado para amplificagdo dos virus
em duas novas placas de 100 mm contendo células BTI-TN5B1-4. Foi realizada
visualizagdo das placas por microscopia de luz invertida (Axiovert 100, Zeiss) para

observacdo de efeitos citopaticos como resultado da infec¢do pelos virus recombinantes.

3.7-Obtencéo de cepas de B. thuringiensis contendo 0s genes
cyt2BaHisBamHI, cry4Aa e cryllA.

Um pg dos DNAs de cada um dos plasmideos pSVP27Acyt2BaHisBamHl,
pSVP27AcrydAa, pSVP27Acryl1A, foi transformado na estirpe acristalifera de B.
thuringiensis subsp. israelensis 4Q7 por eletroporacéo. O protocolo seguido foi descrito
por Peng e colaboradores (2009). As amostras contendo os plasmideos citados acima
foram dessalinizadas como descrito por Schlaak e colaboradores (2005) com
modificacbes. As células de B. thuringiensis 4Q7 foram crescidas overnight em meio
LB a 28°C, 200 rpm. Este cultivo foi diluido em um volume apropriado (1/100) do
mesmo meio de cultura para que fosse obtida uma densidade Optica inicial 600nm
(ODggo) de 0,02-0,03, medida no SmartSpec ™Plus (BioRad). Ao atingir a ODgq de 0,2,
as células foram incubadas por 1 hora com 3% de glicina a partir de uma solucdo de
glicina a 50% (p/v) previamente preparada e esterilizada a 121°C por 15 min. Apés o
tempo de incubacdo, as células foram colocadas em gelo por 5 min e, em seguida,
coletadas por centrifugacdo a 5000 x g a 4°C por 5 min. O sedimento foi lavado e
centrifugado a 5000 x g a 4°C por 5 min por trés vezes com uma solucdo contendo 272

mM de sacarose, 0,5 mM de MgCl,, 0,5mM k,HPO,4 e 0,5 mM KH,PO,, pH 7,2. As
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células foram ressuspendidas em um pequeno volume da mesma solugdo de modo a
serem concentradas cem vezes. Cem pL de células foram usados para transformagéo
com DNA plasmidial em cuvetas de 2 mm. Os pardmetros de eletroporacdo foram
ajustados no aparelho BTX Electro Cell Manipulator™ 600, usando-se a seguinte
configuracdo: 15 kV cm™, 200 Q e 25 uF. Apds a eletroporagio, a suspensédo celular foi
diluida em 1 mL de meio LB e incubada por 2 horas a 28°C, 200 rpm. Apds recuperacdo
celular, o plaqueamento foi realizado conforme descrito por Sambrook e colaboradores
(2001) em meio LB contendo cloranfenicol na concentracéo de 10 ug mL™. As coldnias
transformadas foram selecionadas por PCR usando-se oligonucleotideos especificos

para os genes cyt2BaHisBamHI, cryl1A e cry4Aa (descritos anteriormente na Tabela 3).

3.8-Expressdo da proteina Cyt2BaNcol por baculovirus
recombinante.

O virus recombinante, vAcpolhcyt2BaNcol foi utilizado, na concentracao inicial
de 10 pfu/célula (unidade formadora de placa), para infectar 5 x 10° células de inseto
BTI-TN5B1-4 em uma placa de 100 mm de diametro (TPP). A placa foi incubada a
27°C e as células foram coletadas a 96 h.p.i. e centrifugadas a 5.000 x g por 5 min. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi lavado trés vezes com PBS (136 mM
NaCl, 1,4 mM KH,PO,4, 2,6 mM KCI, 8 mM Na,HPO,.2H,0, pH 7.4). O extrato de

células foi ressuspendido em 100 pl de PBS e estocado a —80°C.
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3.9- Expresséao, purificacao e solubilizacdo das proteinas Cry e
Cyt de B. thuringiensis.

As trés proteinas Cry e Cyt foram purificadas de uma estirpe acristalifera de
B.thuringiensis subsp. israelensis 4Q7. As células de Bt foram transformadas por
eletroporagdo como descrito por Peng e colaboradores (2009), com modificagdes, com
os plasmideos pSVP27Acyt2BaHis, pSVP27AcrydAa, pSVP27AcryllA. Os
parametros de eletroporacdo foram ajustados no aparelho BTX Electro Cell
Manipulator™ 600, usando-se a seguinte configuracdo: 15 kV cm™, 200 Q e 25 pF.
Apos eletroporacéo, a suspensao celular foi diluida em 1 mL de meio LB e incubada por
2 h a 28 °C, 200 rpm. Apos recuperacao celular por centrifugacdo, o plaqueamento foi
realizado conforme descrito por Sambrook & Russel (2001) em meio LB contendo
cloranfenicol na concentracéo de 10 pg mL™. Os clones transformados positivos foram
crescidos em meio NYSM (Yousten, 1984) seletivo com 10 pg.mL™ de cloranfenicol a
30 °C por 72 h. Apoés este periodo, as proteinas de interesse foram purificadas em
gradiente de sacarose descontinuo de acordo com protocolo descrito em trabalhos
anteriores (Thomas & Ellar, 1983), com modificacdes. As amostras foram centrifugadas
a 12.000 x g por 10 min e o sobrenadante referente a cada cultivo das estirpes
transformadas foi eliminado. Os sedimentos foram ressuspendidos e lavados em 30 mL
de uma solugdo contendo 0,3M de NaCl, 0,01M de EDTA pH 8,0 e submetidos a
centrifugagdo a 12.000 x g por 10 min. Este procedimento foi repetido por trés vezes,
sendo 0 sobrenadante descartado e os sedimentos ressuspendidos em 30 mL de PMSF a
1,0 mM ao final da terceira centrifugacdo. As amostras foram novamente lavadas trés
vezes com 0 mesmo volume de PMSF a 1,0 mM por centrifugacdo a 12.000 x g por 10
min. Os sedimentos foram ressuspendidos em tampdo TTN (20mM de Tris-HCI, 0,1%
de Triton x-100, 300mM de NaCl pH 7,2). As amostras foram submetidas a

centrifugacgdo a 25.000 x g por 1 h em gradiente de sacarose contendo solucdes a 84%,
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79%, 72%, 67% e 54%. As bandas formadas no gradiente, correspondentes as proteinas
Cryll1A, Cry4A e Cyt2BaHis foram coletadas e adicionadas a 30 mL de solugdo de
Triton x-100 a 0,1%. Uma nova centrifugagéo a 25.000 x g por 45 min foi realizada e os
sedimentos ressuspendidos em PMSF a 1,0 mM. Os cristais das proteinas Cyt2BaHis e
Cryl1A foram solubilizados com 0,1M de Na,CO; pH 10,5 a 37 °C/2 h. Os cristais
contendo a proteina Cry4Aa foram solubilizados com a mesma solugdo acrescida de
0,2% de B-mercapto-etanol. As porc¢des insollveis foram retiradas por centrifugacao.
Todas as amostras foram neutralizadas com 0,1M de Tris-HCI pH 7.5 (Bravo et al.,
2001). A proteina Cyt2Ba fusionada & cauda 6xHis foi purificada por cromatografia de
afinidade em coluna contendo agarose Ni-NTA (The QIA expressionist™), seguindo-se
instrugdes do fabricante, para remo¢do de contaminantes. Em seguida, as amostras
foram analisadas por eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida SDS-PAGE a
12%, conforme Laemmli (1970) usando o aparato Mini-Protean Il de acordo com

protocolo de instrugdes do fabricante (Bio-Rad).

3.10-Imunodeteccdo  das  proteinas  Cyt2BaNcol e
Cyt2BaHisBamHl.

Foram utilizados 30 pl das amostras de extrato de celulas de inseto infectadas
com o virus recombinante vAcpolhcyt2BaNcol e da purificagdo da proteina
Cyt2BaHisBamHI em gradiente de sacarose para analise em dois géis (para cada
amostra) SDS-PAGE a 12% (Laemmli, 1970) usando o aparato Mini-Protean Il de
acordo com protocolo de instrucdes do fabricante (Bio-Rad). Um dos géis foi corado e
fixado em solucéo de 40% Metanol, 10% acido acético e Azul de Commassie 0,1%, por
4 h e descorado em solucdo descorante de 40% metanol, 10% acido acético por 2 h. O

outro foi utilizado para transferéncia das proteinas para uma membrana de nitrocelulose
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(GE Healthcare), para imuno-deteccao (“Western-Blot), de acordo com Harlow & Lane
(1988). As proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose, usando-se o
aparato de transferéncia da Bio-Rad (Trans-Blot® SD — Semi Dry Transfer Cell, para
transferéncia semi-seca), de acordo com protocolo do fabricante e com tampdo de
transferéncia (25mM Tris, 192 mM glicina, 20% metanol, pH 8,2). A membrana foi
bloqueada com 3% de BSA em PBS 1X por 16 h. Em seguida, foram feitas trés
lavagens da membrana com 0,05% de TWEEN 20 em PBS 1X. Para deteccdo da
proteina Cyt2BaNcol, foi usado o anticorpo primario monoclonal anti-His (C-term)
(Invitrogen) seguindo-se instrucdes do fabricante. Apos incubagdo por 1 h, a membrana
foi lavada trés vezes com 0,05% de TWEEN 20 em PBS 1X. Foi adicionado o anticorpo
secundario ‘““anti-mouse” conjugado a fosfatase alcalina (Invitrogen) seguindo-Se
instrucGes do fabricante. Ap6s incubacdo por 1 h, a membrana foi novamente lavada por
trés vezes com 0,05% de TWEEN 20 em PBS 1X. A reacdo de marcacgédo foi produzida

usando-se o Kit NBT/BCIP (Invitrogen) seguindo-se instru¢des do fabricante.

3.11-Ativacéo das protoxinas

As amostras foram quantificadas por fluoroespectrofotometria usando se o
aparato NanoDrop 3300 e o kit Quant-1t™ Assay (Invitrogen). As protoxinas Cry
purificadas foram ativadas usando-se dois procedimentos distintos. No primeiro, as
protoxinas solubilizadas foram incubadas com trypsina bovina pancreéatica (Sigma) na
proporcdo de 10:1 por 2 h a 37 °C. No segundo, extrato contendo proteases de 10
intestinos médios retirados de larvas de Spodoptera frugiperda de quarto instar foram
obtidas (Silva-Werneck & Ellar, 2008) e quantificadas pelo mesmo método descrito

anteriormente. As protoxinas Cry4Aa e Cryl1A foram incubadas com o suco gastrico
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na proporcdo de 10:1 por 2 h a 37 °C. As amostras derivadas dos dois métodos de
ativagdo foram dializadas contra &gua destilada usando-se discos de membrana de
0,025um Millipore™ e analisadas em SDS-PAGE a 12%. Cyt2BaHis purificada foi
também ativada com tripsina e dialisada nas mesmas condi¢bes descritas para as
proteinas Cry. Andlise por “westernblot” foi procedida usando-se anticorpo anti-his (GE

Healthcare) de acordo com instrucGes do fabricante.

3.12-Ensaio de citotoxicidade

As linhagens celulares de inseto (IPLB-SF-21AE, IPLB-LD-652Y, BM-5 e
C6/36) e células humanas (MCF-7), crescidas em frascos TPP de 25 cm? foram
ressuspendidas e utilizadas para preparacdo de placas de 96 pogos. As células MCF-7
foram previamente lavadas com 1 mL de PBS para remocdo do meio de cultura e uma
solucdo de 0,05% de tripsina/EDTA foi adicionada. A cultura de células foi incubada
em estufa a 37 °C e 5% de CO; por 4 min. Apos este periodo, foi adicionado meio
DMEM e as células desaderidas foram centrifugadas a 1000 x g por 3 min. O
sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em meio DMEM. As placas de
96 pogos foram preparadas de modo que cada pogo contivesse 10* células em 200 pL de
meio de cultura para formagdo de monocamadas confluentes. As toxinas ativadas,
Cyt2Ba, Cry4Aa e CryllA foram adicionadas aos pogos de cada placa das culturas
celulares em concentracdes pré-definidas. A toxina Cyt2Ba foi testada em duas
concentracgdes (5 ou 20 pg/mL) isoladamente ou em combinagdes com as outras toxinas.
As toxinas Cry4Aa e CryllA foram testadas sempre na concentracdo de 20 pg/mL,
individualmente ou também combinadas entre si ou com Cyt2Ba. Todas as toxinas

também foram incubadas, nas concentra¢fes mencionadas, com os diferentes meios de
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cultura na auséncia de células. Tripsina e suco gastrico foram incubados
individualmente com células C6/36. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. A
incubacdo das trés toxinas e das proteases com as células e meios de cultura foi feita por
30 min. Em seguida, o meio de cultura foi retirado e incubado por 10 min com o
CellTiter-Glo® Reagent do kit CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay
(Promega) para quantificacdo de ATP liberado no meio de cultura. As medicOes
baseadas em luminescéncia foram feitas usando-se o luminémetro Turner TD20/20,
com 0s seguintes parametros de medicdo: delay time — 5 s, integration time — 20 s,

sensibility 50%.
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4-RESULTADOS e DISCUSSAO

4.1-Clonagem do gene cyt2BaNcol da estirpe S-1806 de B.
thuringiensis

O gene cyt2BaNcol foi amplificado a partir da cepa 1806 de Bt, pertencente ao
Banco de Bacillus da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. Foram utilizados
oligonucleotideos especificos (cyt2BaNcol forward e cyt2BaNcol reverse), contendo
em suas extremidades 5°, sitios para enzima de restricdo Ncol, além de uma alteracdo no
cédon de terminacdo para fusdo posterior, em fase de leitura, com a sequéncia codante
de uma cauda de hexa-histidina no plasmideo pFastPH?, gentilmente cedido por Méarcio
Hedil de Oliveira Costa (Costa, 2008). O fragmento de cerca de 800 pb, obtido por
PCR, e correspondente ao gene cyt2BaNcol foi clonado no pGem® T-Easy (Promega),
resultando no plasmideo pGemcyt2BaNcol (Figura 17A). A confirmagdo dessa
clonagem se deu por PCR utilizando os mesmos primers forward e reverse descritos
(Figura 17B). O plasmideo pGemcyt2BaNcol foi digerido com a enzima de restri¢éo

Ncol para liberacdo do fragmento contendo o gene cyt2BaNcol (Figura 17C).
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Neol (38) pb
J , Ncol (63)
xcytzBaNcoI

5077.

= Ncol (863)
pGemcyt2BaNcol

3823 bp

al 15

101

Figura 17. Clonagem do gene cyt2BaNco | no vetor de clonagem pGem® T-Easy.
A, Mapa fisico do plasmideo pGemcyt2BaNcol. B, gel de agarose a 0,8% mostrando a
amplificacdo do gene cyt2Ba por PCR. 1, marcador Lambda/Pstl (Promega); 2,
fragmento obtido por PCR de aproximadamente 800 pb referente ao gene cyt2BaNcol.
C, gel de agarose a 0,8% mostrando digestdo do vetor de clonagem pGemcyt2BaNcol .
1, marcador 1kb DNA Ladder (Invitrogen); 2, plasmideo pGemcyt2Ncol intacto; 3,
digestdo do plasmideo pGemcyt2BaNcol com a enzima de restricdo Ncol, liberando um
fragmento de 800pb referente ao gene cyt2BaNcol (seta azul).

A analise do seqlienciamento com os oligonucleotideos SP6 e T7 revelou uma
ORF de 797 pb correspondente a 263 aminoacidos. A analise por BLAST do
seqlienciamento obtido mostrou que o gene é idéntico ao cyt2Ba descrito por
Guerchicoff e colaboradoes (1997), depositado no Genbank acesso n® U52043, exceto

pela alteracéo proposital no codon de terminagéo (Figura 18).
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1 ccatggcgatgcaccttaataatttgaataattttaataatttagaaaacaatggtgaatatcactgt
H L N N L N N F N N L E N N G E Y H C
69 tcaggacctattattaaaaaaccgtttaggcatattgcattaacagttccatccagtgatataact
s G p I I K K P F R H I A L T V P S S D I T
135 aattttaatgaaattttttatgtagagccacaatacattgctcaagcaattcgtttaacaaataca
N F N E I F Y V E P 0 Y I A Q A I R L T N T
201 tttcaaggagctatagatccacttaccttaaatttcaattttgaaaaagctttacaaattgcaaat
F O G A I D P L T L N F N F E K AL Q I A N
267 ggtcttcctaatgcaggagttacaggaactattaatcaaagtgtaattcatcaaacaattgaagtt
G L. p N A GV T GGT I NOQ S V I H Q T I E V
333 tcagttatgattagtcaaattaaagaaattattagaagtgtgctagggctcgttatcaatagtgct
s v I S ¢ I K £E I T R s Vv L G L v I N S A
399 aatttttggaacagcgtagtatctgctattacaaatacatttacaaatttagaacctcaagtagat
N F WN S V V S A I T NT F T N L E P Q V D
465 gaaaattggattgtttggcgtaatttatcagctactcaaacaagttatttttataaaattttattt
E N W I VW RN L s A T Q T S Y F Y K I L F
531 tctattcaaaatgaagatacaggtagatttatggcaatattgcctatagcatttgaaattactgtg
s I ¢ N E D T G R F M A I L P I A F E I T V
597 gatgttcaaaaacaacaattattattcattacaataaaagatagtgcacgatatgaagttaaaatg
b vog K 0 o L L F I T I K D S A R Y E V K M
663 aaagctcttactgtagttcaagctttagattcttataatgcacccattatagatgtatttaatgtt
K AL T Vv VvV Q A L D S Y N A P I I D V F N V
729 cgtaactatagcttacatcgtccaaatcataatattcttcaaaatctgaatgttaatccaataaaa
R NY S L H R P N H N I L Q9 N L N V N P I K
795 tcgtatggtacc
S *

Figura 18. Analise da sequéncia do gene cyt2BaNcol. As sequéncias utilizadas para a
confec¢do dos oligonucleotideos utilizados para o seqtienciamento (Tabela 3) estdo em
destaque. Em azul, é mostrado o oligo Cyt2BaNcol forward. Em vermelho, é mostrada
a sequéncia usada como molde para o oligo Cyt2BaNcol reverse. Em rosa, aparecem as
sequéncias correspondentes ao sitio de restricdo da enzima Ncol. A seqiiéncia de
aminoacidos é mostrada abaixo da seqiéncia de nucleotideos. A metionina de inicio
estd destacada em azul claro e a alteracdo de um nucleotideo do cédon de terminacgédo
em verde.

4.2-Clonagem do gene cyt2BaHisBamHI da estirpe S-1989 de
B. thuringiensis.

O gene cyt2BaHisBamH 1 foi obtido a partir da cepa 1989 de Bt, pertencente ao
Banco de Bacillus da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. O gene foi
amplificado por PCR utilizando-se oligonucleotideos especificos (cyt2BaHisBamHI
forward e cyt2BaHisBamHI reverse) que contem sitios para a enzima de restricdo

BamHI, além de uma alteracdo no cédon de terminacdo para adi¢cdo de uma cauda de
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hexa-histidina na extremidade 3" do gene. O gene cyt2BaHisBamHI foi clonado no
pGem® T-Easy (Promega), resultando na construcdo do  plasmideo
pGemcyt2BaHisBamHI (Figura 19). A confirmacdo dessa clonagem se deu por PCR
utilizando os primers forward e reverse do gene cyt2BaHisBamHI (Figura 19A). O
plasmideo pGemcyt2BaHisBamHI foi digerido com a Enzima de restricdo BamHI para
liberacdo do fragmento contendo o gene cyt2BaHisBamHI permitindo sua clonagem
posterior no vetor de expressdo em B. thuringiensis, pSVP27A (Crickmore & Ellar,
1992) e no vetor de transferéncia pFastBac™ 1 para transposicdo sitio-especifica em
células DH10Bac™ (Figura 19B). A andlise do seqiienciamento com o0s
oligonucleotideos SP6 e T7 revelou uma ORF de 813 pb correspondente a 270
aminoacidos. A analise por BLAST do seqlienciamento obtido mostrou que o gene €
idéntico ao cyt2Ba descrito por Guerchicoff e colaboradoes (1997), depositado no
Genbank acesso n° U52043, exceto pela alteracdo proposital no codon de terminacao e

pela adigdo da cauda de hexa-histidina (Figura 20).

A B C

pGemcyt2BaHIsBamHI K

3842 bp

1000

Figura 19. Clonagem do gene cyt2BaHisBamHI no vetor de clonagem pGem® T-
Easy. A, Mapa fisico do plasmideo pGemcyt2BaHisBamHI. As setas vermelha e verde
indicam a posicdo de anelamento dos oligonucleotideos utilzados para PCR. B, gel de
agarose a 0,8% mostrando a amplificacdo do gene cyt2BaHisBamHI por PCR. 1,
fragmento obtido por PCR de aproximadamente 850 pb referente ao gene
cyt2BaHisBamHI; 2, marcador 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). C, gel de agarose a
0,8% mostrando digestdo do vetor de clonagem pGemcyt2BaHisBamHI. 1, marcador
1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); 2, plasmideo pGemcyt2BaHisBamHI intacto; 3,
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digestdo do plasmideo pGemcyt2BaHisBamHI com a enzima de restricdo BamHI, para
liberacdo do gene cyt2BaHisBamHI, indicado pela seta azul.

1 ggatccatgcaccttaataatttgaataattttaataatttagaaaacaatggtgaatatcactgt
H L N N L N N F N N L E N N G E Y H C
67 tcaggacctattattaaaaaaccgtttaggcatattgcattaacagttccatccagtgatataact
s G p I I K K P F R H I A L T V P S S D I T
133 aattttaatgaaattttttatgtagagccacaatacattgctcaagcaattcgtttaacaaataca
N F N E I F Y V E P 0 Y I A Q A I R L T N T
199 tttcaaggagctatagatccacttaccttaaatttcaattttgaaaaagctttacaaattgcaaat
F O G A I D P L T L N F N F E K AL Q I A N
265 ggtcttcctaatgcaggagttacaggaactattaatcaaagtgtaattcatcaaacaattgaagtt
G L. p N A GV T GT I NOQ S V I H Q T I E V
331 tcagttatgattagtcaaattaaagaaattattagaagtgtgctagggctcgttatcaatagtgct
s v I s o I K E I I R S v L 6 L v I N S A
397 aatttttggaacagcgtagtatctgctattacaaatacatttacaaatttagaacctcaagtagat
N F WN S V V S A I T NT F T N L E P Q V D
463 gaaaattggattgtttggcgtaatttatcagctactcaaacaagttatttttataaaattttattt
E N W I VW RN L S A T @ T S Y F Y K I L F
529 tctattcaaaatgaagatacaggtagatttatggcaatattgcctatagcatttgaaattactgtg
s I ¢ N E D T G R F M A I L P I A F E I T V
595 gatgttcaaaaacaacaattattattcattacaataaaagatagtgcacgatatgaagttaaaatg
b v K 0 oL L F I T I K D S A R Y E V K M
661 aaagctcttactgtagttcaagctttagattcttataatgcacccattatagatgtatttaatgtt
K AL T Vv VvV Q A L DS Y N A P I I D V F N V
727 cgtaactatagcttacatcgtccaaatcataatattcttcaaaatctgaatgttaatccaataaaa
R N Y s L H R P N H N I L Q9 N L N V N P I K
793 tcgtat taaggatcc
S Y H H H H H H *

Figura 30. Andlise da sequéncia do gene cry2BaHisBamHI. As segéncias utilizadas
para a confeccdo dos oligonucleotideos utilizados para o seqiienciamento (Tabela 3)
estdo em destaque. Em azul, é mostrado o oligo Cyt2BaHisBamHI forward. Em
vermelho, ¢ mostrada a sequéncia usada como molde para o oligo (“reverse”
Cyt2BaHisBamHI reverse. Em rosa, aparecem as sequéncias correspondentes ao sitio
de restricdo da enzima BamHI adicionadas a cada oligo. Em laranja, os cddons relativos
a cauda de hexa-histidina. A seqiiéncia de aminoacidos € mostrada abaixo da seqiéncia
de nucleotideos. A metionina de inicio estad destacada em azul claro e a alteracdo do
codon de terminacdo em verde para fusdo a cauda de hexa-histidina.

4.3-Construcdo dos vetores de transferéncia e dos baculovirus
recombinantes

Apbs digestdo dos plasmideos pGemcyt2BaNcol e pGemcyt2BaHisBamHI para

liberagdo dos genes clonados, os mesmos foram, respectivamente, subclonados nos
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vetores de transferéncia pFastPH®, previamente digerido e linearizado com Ncol, e

pFastBac™ 1 (Invitrogen), previamente digerido e linearizado com BamHl.

A ligacdo do gene cyt2BaNcol no vetor pFastPH®, que contem sitios para fusdo
ao gene polh e cauda de hexa-histidina deu origem a um novo plasmideo,
pFastPH3cyt2BaNcolHis (Figura 21A). Este novo plasmideo foi utilizado para
transformacio em células DH5-o™. Ap6s purificacdo do DNA plasmidial das células
transformadas, uma reacdo de PCR com os oligonucleotideos especificos para o gene de
interesse (cyt2BaNcol forward e cyt2BaNcol reverse) foi realizada, resultando em um

produto de PCR de 797 pb (Figura 21B).

A B
b
Tn7L i
500
Neol (5578) Y
cyt2BaNcol ‘ \\/
o \\ l\\.
ot 165
i ; pFastPH3cyt2BaNcoIHis
Neol (4778)
6338 bp
polh__) 1000
850
Ppolh >
’ X
N Tn7R
Gentam.+

Figura 21. Construgdo do vetor de transferéncia pFastPH3cyt2BaNcolHis e
confirmacéo da clonagem. A, Mapa fisico do plasmideo pFastPH3cyt2BaNcolHis. Em
vermelho, o gene cyt2BaNcol fusionado a porcdo C-terminal do gene da poliedrina em
roxo. Em azul, o promotor Ppolh. Em laranja, as regides responsaveis pela transposicao
do cassete para o genoma do baculovirus, mediada por uma transposase. Em verde, 0s
genes de selecdo por antibidticos. As setas vermelha e verde indicam a posicdo de
anelamento dos oligonucleotideos utilizados para PCR. B, gel de agarose a 0,8%
mostrando a amplificacdo do gene cyt2BaNcol por PCR. 1, marcador 1Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen); 2, fragmento obtido por PCR de aproximadamente 800 pb
referente ao gene cyt2BaNcol. (seta azul).
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A ligacdo do gene cyt2BaHisBamHI no vetor pFastBac™ 1 (Invitrogen), deu
origem ao plasmideo pFastcyt2BaHisBamHI (Figura 22A). Este foi transformado em
células DH5-a™. Apés purificacdo do DNA plasmidial das células transformadas,
reacfes de PCR com os oligonucleotideos especificos para o gene cyt2BaHisBamHlI
(cyt2BaHisBamHI forward e cyt2BaHisBamHI reverse) para verificar a presenca e,
com os oligonucleotideos polhF e cyt2BaHisBamHI reverse para confirmar a orientacao
do gene de interesse foram realizadas, resultando em um produto de PCR de 813 pb e

outro de 858 pb, respectivamente (Figura 22B).

A B
Tn7L pb
bla promoter
BamHI (4852) o ' 509
A __Amp(R)
cyt2BaHisBamHI
pFastcyt2BaHisBamHI 1636
5595 bp
BamHI (4033)
Ppolh 1018
506-
Gm(R) Tn7R

Figura 22. Clonagem do gene cyt2BaHisBamHI no vetor de transferéncia para o
genoma de baculovirus. A, Mapa fisico do plasmideo pFastcyt2BaHisBamHI. Em
roxo, 0 gene cyt2BaHisBamHI. Em marrom o promotor Ppolh. Em laranja, as regides
responsaveis pela transposicdo do cassete para o genoma do baculovirus, mediada por
uma transposase. Em verde, os genes de resisténcia a antibioticos. B, gel de agarose a
0,8% mostrando em 1, Marcador 1 kb DNA Ladder (Invitrogen). 2, PCR a partir do
DNA plasmidial usando oligonucleotideos especificos para o gene inserido; 3, PCR a
partir do DNA plasmidial usando o oligonucleotideo polhF (seta vermelha) e
pCyt2BaHisBamHIR (seta verde) para confirmar a orientacdo do gene no vetor.
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Os vetores de transferéncia construidos, pFastPH3cyt2BaNcolHis e
pFastcyt2BaHisBamHI, foram utilizados para construcdo de baculovirus recombinantes
por transposicdo sitio-especifica. As amostrtas de DNA dos plasmideos construidos
foram transformados em células competentes de E. coli DH10Bac™ (Invitrogen)
contendo o genoma do baculovirus AcCMNPV na forma de um plasmideo (bacmideo). O
DNA das coldnias transformantes foi purificado e submetido a analise por PCR para
confirmacdo da insercdo de cada cassete, individualmente, no bacmideo (Figura 23A, B
e C ). Foram utilizados oligonucleotideos especificos para cada gene cyt2Ba (ver
Materiais e Métodos), além da combinacdo de oligonucleotideos (M13F e M13R) que
anelam em regiGes presentes em cada lado do sitio mini-attTn7 do bacmideo
recombinante. Dessa forma, a amplificagdo com os oligos M13F e M13R da sequéncia
transposta para o bacmideo deve apresentar 2300 pb além do tamanho do gene inserido.
Alternativamente, a recombinagdo pode ser confirmada usando-se um dos oligos M13

juntamente com um oligo especifico do gene exdgeno.
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Figura 23. Confirmacdo das construgbes dos baculovirus recombinantes. A,
esquema mostrando a posi¢do dos genes clonados no I6cus do gene da poliedrina no
bacmideo recombinante; B, gel de agarose a 0,8% mostrando a confirmacdo da
transposicdo do cassete contendo o gene cyt2BaHisNcol por PCR do bacmideo
recombinante originado em células DH10Bac. 1, Marcador 1kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen); 2, resultado da PCR a partir de DNA isolado de células DH10Bac
transformadas com o vetor pFastPHcyt2BaNcolHis utilizando oligonucleotideos M13F
e M13R, resultando em um fragmento de cerca de 3800 pb; 3, M13F e cyt2BaNcolR,
produzindo em fragmento de cerca de 3200 pb; 4, cyt2BaNcolF e cyt2BaNcolIR,
resultando em um fragmento de aproximadamente 800 pb. C, Gel de agarose a 0,8%
para confirmagdo da transposicdo do cassete contendo o gene cyt2BaHisBamH | no
bacmideo de células DH10Bac. 1, Marcador 1 kb DNA Ladder (Invitrogen). 2,
resultado da PCR a partir do DNA do bacmideo usando oligonucleotideos especificos
para 0 gene cyt2BaHisBamHI, dando origem a um fragmento de cerca de 800 pb; 3,
resultado da PCR a partir do DNA do bacmideo recombinante usando o
oligonucleotideo cyt2BaHisBamHI forward e o oligo M13R que anela em uma regido
interna do bacmideo, produzindo um fragmento de aproximadamente 1400 pb. A seta
azul corresponde a banda esperada para a amplificagdo com os oligos mencionados.
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4.4-Clonagem dos genes cyt2BaHisBamHI, cry4Aa e cryl1A no
vetor de expressdo pSVP27A e obtencdo de cepas de B.
thuringiensis recombinantes.

O gene cyt2BaHisBamHI foi obtido por digestio com BamHI do plasmideo
pGemcyt2BaHisBamHI. Da mesma forma foram obtidos os genes cry4Aa e cryllAa a
partir dos plasmideos, pGemcry4Aa e pFastcryl1A, previamente construidos por Corréa
(2007) e Lima (2009), respectivamente. Os trés genes foram entdo subclonados no
plasmideo pSVP27A (Figura 24 A, B e C) e as construcdes transformadas em células de
E. coli DH5a Ensaios de restricdo foram realizados para confirmar a orientacdo dos
genes clonados. O plasmideo pSVP27Acyt2BaHisBamHI| foi digerido com a enzima de
restricdo Hindlll gerando fragmentos de 5815, 435 e 175 pb. O plasmideo
pSVP27Acry4Aa também foi digerido com a enzima Hindlll produzindo fragmentos de
6860 e 2290 pb. O plasmideo pSVP27Acryl11A foi digerido com EcoRI resultando em
fragmentos de 5170 e 2370 pb (Figura 25). Apds verificacdo da orientacdo de cada gene
clonado, os vetores foram isolados de células de E. coli e transformados em células de
Bt acristalifero 4Q7 para expressdo dos genes de interesse. O DNA plasmidial de cada
transformante foi isolado e submetido a PCR para verificar a presenca do plasmideo nas
células transformadas. Os produtos de PCR amplificados com pares de
oligonucleotideos especificos (cyt2Ba forward e cyt2Ba reverse; cryl1lA forward e
cryllA reverse; CRY4Aa forward e cry4Aa reverse) para 0S genes inseridos nos
vetores de expressdo, resultaram em fragmentos de 813 pb (cyt2BaHisBamHI), 1943 pb

(cryll1A) e 3554 pb (cry4Aa) (Figura 26).
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Figura 24. Construcao dos vetores de expressao em células de B. thuringiensis. A, B
e C, mapas fisicos dos plasmideos derivados do pSVP27A com as insercdes dos genes
cyt2BaHIsBamH | (roxo), cry4Aa (amarelo) e cryllA (azul). Em verde, 0s genes de
resisténcia aos antibioticos ampicilina e cloranfenicol. Em marrom, o promotor para
expressdo dos genes de interesse. Os sitios de restricdo usados para clonagem e para
verificacdo da orientacdo dos genes de interesse estdo mostrados em cada plasmideo
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Figura 25. Confirmacdo da construcdo dos vetores de expressdo em células de B.
thuringiensis. A, gel de agarose a 0,8% mostrando DNA dos plasmideos construidos
descritos na figura 24 intactos e digeridos com enzimas de restri¢cdo para confirmacéo
da orientacdo correta dos genes. 1, Marcador 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); 2,
pSVP27Acyt2BaHisBamHI; 3, pSVP27Acyt2BaHisBamHI digerido com Hindlll,
resultando em fragmentos de 5815, 435 e 175 pb; 4, pSVP27Acry4Aa; 5,
pSVP27Acry4Aa digerido com Hindlll, resultando em fragmentos de 6860 e 2290 pb;
6, pSVP27AcryllA; 7, pSVP27AcryllA digerido com EcoRIl, resultando em
fragmentos de 5170 e 2370 pb;8, Marcador 1kb Ladder (Invitrogen).
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Figura 26. Confirmacdo da transformacdo de B. thuringiensis com 0s vetores
contruidos. Gel de agarose a 0,8% para confirmacdo por PCR da transformacdo dos
vetores pSVP27Acyt2BaHisBamHI, pSVP27Acryl1A, pSVP27Apolh e
pSVP27AcrydAa em células de Bt 4Q7. 1, Marcador 1 kb Plus DNA Ladder
(invitrogen); 2, resultado da PCR usando oligonucleotideos especificos para o gene
cyt2BaHisBamHI como controle negativo sem DNA, 3, resultado da PCR a partir do
DNA plasmidial pSVP27Acyt2BaHisBamHI com oligonucleotideos especificos para o
gene cyt2BaHisBamHI, 4, resultado da PCR a partir do DNA plasmidial
pSVP27Acryl1A com oligonucleotideos especificos para o gene cryllA; 5, resultado
da PCR a partir do DNA plasmidial pSVP27Acry4Aa com oligonucleotideos
especificos para o gene cry4Aa

4.5-Analise da expressdo da proteina PolhCyt2BaHis
utilizando-se o sistema de expressdo em baculovirus em
celulas de inseto.

Placas de 100 mm de diametro (TPP) contendo 5 x 10° células de inseto BTI-
TN5B1-4 foram infectadas individualmente com o0 virus recombinante
vAcpolhcyt2BaHis. Com 96 h.p.i., as células foram coletadas e o extrato aplicado em
SDS-PAGE a 12% para analise da expressdo das proteinas heterélogas. O gel foi

transferido para membrana de nitrocelulose e esta submetida a marcacdo com anticorpo
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anti-His (C-term). O resultado da marcacdo mostrou uma banda de 58kDa referente a
fusdo da proteina Cyt2Ba a proteina poliedrina somente na amostra solubilizada de
extrato de células (Figura 27). Uma purificagdo total, ou ao menos parcial da proteina de
fusdo, ainda necessita ser realizada. Embora a solubilizacdo do extrato celular tenha
facilitado a visualizagcdo de uma banda referente ao tamanho esperado para a proteina
PolhCyt2BaHis, ndo foi possivel a visualizacdo de poliedros nas células infectadas com
0 virus recombinante em microscopia de luz. A fusdo de Cyt2BaHis a porcdo C-
terminal da Poliedrina pode ter comprometido a formacdo de poliedros, ja que Jil e
colaboradores (2010) demonstraram que a regido carboxi-terminal da Poliedrina esta
diretamente envolvida montagem correta dos poliedros. Sendo assim, a purificacdo da

proteina de fusdo, PolhCyt2Ba, por gradiente de sacarose ndo foi realizada com éxito.

A 123 45 B 123 45

kDa kDa « :
100 100
50 50 ==

Figura 27. Andlise da expressdo da proteina PolhCyt2Ba em células de inseto. A,
SDS-PAGE a 12%. 1, Marcador Bench Mark His-Tagged (Invitrogen); 2, controle
negativo de extrato de células BTI-Tn5B1-4; 3, extrato de células BTI-Tn5B1-4
infectadas com ACMNPV; 4, extrato de células BTI-Tn5B1-4 infectadas com
vAcpolhcyt2Ba; 5, extrato solubilizado de células BTI-Tn5B1-4 infectadas com
vAcpolhcyt2Ba. B, western blot do SDS-PAGE usando anticorpo anti-His. As setas
indicam as bandas referentes a proteina PolhCyt2Ba.
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4.6-Andlise da expressdo das proteinas Cry4Aa, CryllAa,
Cyt2BaHis expressas em B. thuringiensis recombinantes.

Proteinas com massas moleculares de 66 kDa, e cerca de 130 kDa referentes as
protoxinas Cryl1lA e Cry4Aa foram observadas em SDS-PAGE apds purificacdo por
gradiente de sacarose descontinuo e solubilizagdo com Na,CO3, no caso dos cristais
formados por CryllA e, Na,COj3 suplementado com um agente redutor (0,2% de -
mercapto-etanol) para solubilizacdo dos cristais da proteina Cry4Aa (Figura 28 A).
Apesar da auséncia das proteinas acessorias do operon cryllA, P20 e P19, a proteina
Cryl1A foi expressa com a massa molecular esperada. Foi demonstrado anteriormente
que a proteina Cryl1A foi devidamente expressa em E. coli recombinante, na presenca
ou auséncia de P20. Entretanto, em outra bactéria Gram-negativa recombinante,
Pseudomonas putida, a proteina Cry11A foi produzida apenas quando P20 foi expressa
conjuntamente (Xu et al., 2001). Beltrdo & Silva-Filha (2007) expressaram previamente
com sucesso a proteina Cryl1Aa com atividade toxica para larvas de A. aegypti, usando
a linhagem de B. thuringiensis acristalifera 4Q2-81.

Cohen e colaboradores (2008) e Nisnevich e colaboradores (2006) ja
expressaram a proteina Cyt2Ba em trabalhos anteriores, usando-se Bacillus
thuringiensis acristaliferos como hospedeiros para o gene cyt2Ba heter6logo. Nesses
trabalhos, foram utilizados, respectivamente, gradiente descontinuo de sacarose e
separagdo bifasica com dicloroetano para purificacdo de cristais contendo a proteina
Cyt2Ba. Yu e colaboradores (2002) também expressaram, em E. coli, uma proteina
Cyt2Ba recombinante, contendo uma cauda de hexa-histidina. Apds indugdo da
expressao da proteina heterdloga Cyt2Ba por IPTG, os corpos de inclusdo foram
sedimentados por centrifugacdo e, a proteina Cyt2Ba foi purificada por cromatografia

de afinidade.
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Devido a alta quantidade de contaminantes em nossa amostra contendo
Cyt2BaHis, também obtida em gradiente de sacarose, uma segunda purificacdo foi
realizada solubilizando-se a protoxina Cyt2BaHis com NaCOs; e usando-se
cromatografia de afinidade. Apos esta etapa adicional de purificacdo, analise em SDS-

PAGE foi conduzida, indicando uma Unica banda de 27 kDa como esperado (Figura 28
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Figura 28. Analise em SDS-PAGE da expressdo de Cryl1lA, Cry4Aa e Cyt2BaHis
em cepas de B. thuringiensis recombinantes. A, SDS-PAGE a 12% mostrando a
purificacdo, em gradiente de sacarose, das protoxinas CryllA e Cry4Aa de cepas
transformadas de B. thuringiensis. Como controle, o extrato da linhagem acristalifera e
esporulada de B. thuringiensis, 4Q7, foi usado. Massas moleculares selecionadas do
marcador, ColorPlus™ Prestained Marker-NEB Pre, sdo mostradas & esquerda; B, SDS-
PAGE a 12% mostrando a purificagcdo de Cyt2BaHis, em coluna de afinidade Ni-NTA,
apos gradiente de sacarose. Como controle, o extrato da linhagem acristalifera e
esporulada de B. thuringiensis, 4Q7, foi usado em A (BtCry-). O marcador,
BenchMark™ Protein Ladder-Invitrogen, estad mostrado & esquerda.

4.7-Deteccdo da expressdo da proteina Cyt2BaHis expressa
em B. thuringiensis por Westernblot.

A amostra contendo a proteina Cyt2BaHis proveniente da purificagdo em
gradiente de sacarose, como citado no item 4.6, foi novamente utilizada para aplicacédo
em SDS-PAGE para que fosse entdo, feita uma analise por imunomarcacdo. O gel foi
transferido para membrana de nitrocelulose e esta submetida a marcacdo com anticorpo

anti-His (C-term). O resultado da marcacdo revelou uma banda na membrana de 27 kDa
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para a amostra da purificacdo da proteina Cyt2BaHis (Figura 29). Como controle
negativo, foi utilizada a amostra da estirpe de Bt acristalifero 4Q7 submetida
previamente ao mesmo procedimento em gradiente de sacarose. A banda de 27 kDa
marcada na membrana possui o0 tamanho esperado da proteina Cyt2Ba contendo a cauda

de hexa-Histidina.
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Figura 29. Imunomarcacgdo da proteina Cyt2BaHis expressa em B. thuringiensis.
A, SDS-PAGE a 12% mostrando o resultado do gradiente de sacarose das amostras de
Bt 4Q7 e Btcyt2BaHis. 1, marcador Pre-stained Molecular Weight Marker™ (Sigma); 2,
purificacdo em gradiente de sacarose de proteinas da estirpe 4Q7; 3, purificacdo em
gradiente de sacarose da proteina exdgena Cyt2BaHis expressa pela cepa Btcyt2BaHis.
B, western blot do SDS-PAGE (A) usando anticorpo anti-His mostrando como
resultado da imunomarcacdo uma banda de 27 kDa.

4.8-Toxicidade das proteinas heterdlogas Cry4Aa e CryllA
para culturas de células de Diptera e Lepidoptera

Como demonstrado anteriormente, toxinas Cry4Aa e CryllA sdo especificas
para mosquito in vivo (Hofte & Whiteley, 1989; Schnnepf et al., 1998;
Angsuthanasombat et al., 2004; Yamagiwa et al., 2004). Neste trabalho, as duas &-
endotoxinas foram usadas em ensaios de citotoxicidade em células de duas ordens
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diferentes de inseto. As protoxinas purificadas Cry4Aa e Cryl1A foram ativadas com
tripsina na proporcdo de 10:1 (proteina/enzima) e dialisadas. As toxinas foram entdo
incubadas, isoladamente ou em conjunto, com linhagens celulares de Diptera e
Lepidoptera. Na concentracdo de 20pug/mL, as toxinas Cry4Aa e Cryl1A apresentaram
efeitos similares e, apenas pequenas diferencas quando testadas em células de Ld e
Sf21. Contudo, a mistura das duas toxinas mostrou maior atividade para todas as
linhagens celulares (Figura 30 A). Experimentos futuros deverdo ser conduzidos para
estabelecer relagcBes sinérgicas ou aditivas entre as toxinas. Previamente, cristais
purificados de Bti selvagem, contendo todas as d-endotoxinas expressas pela bactéria,
foram solubilizados e ativados da mesma forma que as proteinas isoladas. As toxinas do
cristal de Bti foram adicionadas as culturas celulares na concentracdo de 5 pg/mL, em
todos os ensaios de citotoxicidade. O valor de morte celular obtido em um lumindmetro,
baseado na atividade de luciferase, ap6s incubacdo do sobrenadante das culturas
testadas com um reagente especifico foi usado como pardmetro referente a 100% de
morte celular, j& que em microscopia Gtica, foi constatado neste trabalho, que as celulas
de insetos, C6/36, LD-652Y, BM-5 e SF-21, foram destruidas em sua totalidade (dados
ndo mostrados). O Bti foi escolhido como controle, neste caso, porque as toxinas
utilizadas neste trabalho fazem parte do pool de toxinas produzidas por esta bactéria e,
como ja demonstrado anteriormente (Thomas & Ellar, 1983), cristais de Bti podem ser

toxicos para diferentes culturas de células de inseto.
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Figura 30. Andlise dos ensaios de citotoxicidade de Cry4Aa e Cryl1A em células de
inseto. Foram utilizados 20 pg/mL de cada toxina ativada, Cry4Aa e CryllA para
incubacdo com diferentes linhagens de células de inseto por 30 min. A porcentagem de
citotoxicidade (mortalidade celular) foi determinada por leitura luminométrica baseada
na atividade de luciferase. Células ndo tratadas com as toxinas (Mock) foram usadas
como controle negativo.

4.9-Analise da citotoxicidade de Cyt2Ba para células de inseto
Embora as toxinas Cyt sejam produzidas por algumas linhagens de B.
thuringiensis especificas para dipteros (Promdonkoy et al., 2003, Cheong & Gill, 1997),
estas sdo tambem citoliticas para diferentes tipos de células (Thomas & Ellar, 1983). A
toxina Cyt purificada foi ativada resultando na perda de sua cauda de hexa-histidina
(figura 30 B) e em seguida dialisada como procedido para as toxinas Cry. Para
incubagdo com células de inseto, foram testadas individualmente duas concentragdes
diferentes da toxina Cyt2Ba (5 ou 20 pg/mL) para se determinar qualquer possivel
relacdo entre dose e toxicidade para as culturas de células, j& que a toxina pode

possivelmente ligar-se de forma inespecifica a membranas celulares (Li et al., 1996).
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Como demonstrado nos ensaios, Cyt2Ba apresentou toxicidade para todas as células de
inseto (Figura 30C). Além disso, houve aumento significativo da atividade toxica

quando Cyt2Ba foi usado na concentracédo de 20 pg/mL.
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Figura 31. Ativacdo de Cyt2BaHis e analise dos ensaios de citotoxicidade de
Cyt2Ba em células de inseto. A, ativacao por tripsina de Cyt2BaHis foi realizada e,
ambas as amostras de protoxina e toxina ativada foram analisadas por western blot com
um anticorpor anti-His. A seta mostra uma banda de 27 kDa esperada para a proteina
ndo ativada. A clivagem proteolitica de Cyt2BaHis resultou na perda da cauda 6xHis
fusionada a porgdo C-terminal da proteina, tronando a toxina ativada indetectavel em
analise de wertern blot usando-se anticorpo anti-Hls. B, a toxina Cyt2Ba ativada foi
incubada em duas concentracGes diferentes (5 e 20 pg/mL) com células de inseto. A
citotoxicidade foi determinada como em A.

30
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4.10-A analise da incubacédo de Cry e Cyt juntas pode sugerir
interacado entre estas toxinas em ensaios de citotoxicidade

Para verificar a existéncia de uma possivel habilidade de interacdo entre Cyt2Ba
e as toxinas Cry4Aa e Cryl1A, foram realizados ensaios de citotoxicidade incubando-se
ao mesmo tempo as duas classes de toxinas, Cyt e Cry. As toxinas Cry foram incubadas
em uma concentracdo de 20 pg/mL, enquanto que 5 pg/mL foram usados para toxina
Cyt2Ba, ja que qualquer aumento na citotoxicidade obtida poderia ser confundida com
a atividade apresentada apenas por Cyt2Ba em sua maior concentragdo (Figura 30C). Os
dados verificados neste experimento sugerem que existe um nivel maior de atividade
toxica quando Cryl1A e Cyt2Ba foram incubadas conjuntamente. Para todas as células
testadas, a toxicidade apresentada por esta combinagdo foi maior quando comparada a
combinacdo de Cry4Aa e Cyt2Ba. A combinacdo das trés toxinas, exceto para as células
C6/36, levou a um decréscimo da atividade em relacdo a mistura de Cryl1A e Cyt2Ba
(Figura 30D). Esta observacdo poderia ser levar a idéia de que, se Cyt2Ba estiver
atuando como receptor para ambas as toxinas Cry, Cry4Aa pode estar competindo com
Cry11A pela ligacdo a Cyt2Ba, produzindo uma interacdo mais fraca em comparacao
com a interacdo Cryl1A/Cyt2Ba. Existem também evidéncias sugerindo que toxinas
Cry podem interagir formando hetero-oligbmeros in vivo (Carmona et al., 2011). Em
nosso trabalho, este tipo de interacdo entre toxinas Cry poderia ser mais ou menos
eficiente, dependendo da linhagem celular testada, apos a possivel ligacdo das toxinas
Cry a Cyt2Ba. Isto pode ser uma possivel explicacdo para o fato de que a citotoxicidade
das trés toxinas incubadas em conjunto ndo diminuiu em C6/36, em contraste com as

outras linhagens celulares.
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Figura 32. Anélise dos ensaios de citotoxicidade das combinacgdes de Cyt2Ba com
as toxinas Cry4Aa e CryllA em células de inseto. Combinacbes de Cyt2Ba (5
pg/mL) com as duas toxinas Cry (20 pg/mL para cada toxina) foram incubadas com
linhagens celulares de inseto. As porcentagens de citotoxicidade foram medidas de
acordo com o mesmo método usado em A e C. As concentragdes das toxinas sdo
mostradas em parénteses. Uma linhagem de células de Diptera (C6/36) e trés
linhagens de células de Lepidoptera (Ld, Sf21 e Bm) sdo mostradas nos graficos de
ensaios de citotoxicidade.

4.11-Proteinas heterdlogas Cry4dAa e CryllA perdem
atividade quando processadas com suco gastrico de
Lepidoptera

As protoxinas Cry4Aa e CryllA também foram processadas com proteases
contidas no suco gastrico extraido de larvas de S. frugiperda. Como descrito
anteriormente, além da estrutura baseada em trés dominios e a sequéncia intrinseca de
aminoacidos (Uawithya et al., 1998; Gerber & Shai, 2000), a ativacdo proteolitica € um
fator relevante para a toxicidade das toxinas Cry. A mesma propor¢édo de proteina foi
usada para ativagdo com tripsina, bem como as mesmas condicdes de incubacdo foram
mantidas para o0 processamento com suco gastrico. O padrdo de clivagem de Cry4Aa e
Cryl1A obtido apds incubacdo com as proteases resultou em um perfil de bandas
distinto em SDS-PAGE daquele obtido por ativacdo com tripsina (Figura 31). De
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acordo com Christeller et al. (1990), os sucos géastricos de diferentes larvas de
Lepidoptera contem predominantemente proteases alcalinas com diferentes padrdes de
atividade do tipo tripsina ou quimotripsina. Embora esses dois tipos de proteases sejam
membros do grupo das serino-proteases, proteinas Cry podem sofrer diferentes
processamentos proteoliticos sob tratamento com tripsina ou quimotripsina, como no
caso em que a toxina Cry3Aa produziu diferentes polipeptideos apds tratamento com
ambas as proteases. Entretanto, os diferentes padrdes de clivagens ainda mantiveram a
capacidade da proteina de ligar-se as BBMVs de Leptinotarsa decemlineata. Em
contraste, a toxina Cry3Ba mostrou-se incapaz de ligar-se as BBMVs de L.
decemlineata ap6s 0os mesmos tratamentos proteoliticos (Raussell et al., 2004). Em
nosso trabalho, as toxinas processadas foram dialisadas e incubadas com culturas de
células de inseto na concentracdo de 20 pg/mL. Para se ter certeza de que nem a
tripsina, nem o suco gastrico usados eram responsaveis por qualquer atividade tdxica
para as células, a atividade de luciferase baseada na quantidade de ATP liberado para o
meio de cultura foi medida para ambos os tipos de proteases incubados com as culturas
celulares. Nenhuma citotoxicidade foi detectada para as toxinas Cry processadas, nem
tampouco para as amostras contendo apenas as proteases (Tabela 3). E possivel que o
novo padréo de clivagem produzido por suco gastrico de Lepidoptera ndo permita uma
reassociacdo dos fragmentos das toxinas para a montagem correta de toxinas ativas

(Ymagiwa et al., 2004).
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Figura 33. Andlise por SDS-PAGE da ativacdo proteolitica de Cry4Aa ae CryllA.
As protoxinas solubilizadas Cry4Aa e Cryl1A foram ativadas tanto por incubacéo pelo
método padrdo usando-se tripsina (T), como por incuba¢do com suco gastrico de S.
frugiperda (GJ). As proteinas processadas foram coradas com coomassie blue. Massas
moleculares em kDa sdo mostradas a esquerda (Prestained Protein Molecular Weight
Marker-Fermentas).

4.12-A atividade citotoxica de Cry4Aa e CryllA em uma
linhagem celular de mamifero € dependente da presenca de
Cyt2Ba

A especificidade de proteinas Cry deve-se também ao fato de que, quando
ingeridas por larvas suscetiveis, cada toxina liga-se a receptores especificos presentes
nas microvilosidades das membranas das células epiteliais do intestino médio
(Pootanakit et al., 2003). Thomas & Ellar (1983), mostraram deteccdo de atividade
toxica quando o conjunto de proteinas de cristal purificadas e solubilizadas, encontradas
em corpos de inclusdo de Bti, foi testado em ensaios de atividade toxica para linhagens

celulares de fibroblastos de camundongo, linfocitos primarios de porco e carcinoma
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eptelial de camundongo (Thomas & Ellar, 1983). Para investigar se as toxinas com
atividade especifica para dipteros, Cry4Aa e CryllA, poderiam apresentar-se toxicas
para células de mamiferos via ativacdo por tripsina e posterior ligagcdo a receptores na
superficie celular, ensaios de citotoxicidade foram realizados utilizando-se células de
cancer de mama humano, MCF-7 (Figura 32A). Como as o&-endotoxinas do Bti
selvagem utilizadas como referéncia ndo produziram 100% de mortalidade celular
quando observado em microscopia de luz, um tampéo de lise foi adicionado a cultura de
células de modo que todas as células fossem destruidas e um valor de referéncia
confiavel fosse obtido por leitura luminométrica. Nenhuma atividade foi detectada
quando as toxinas Cry4Aa (20ug/mL) e CryllA (20pg/mL) foram incubadas
individualmente ou em combinacdo com as células humanas. Células de mamiferos
podem ndo apresentar receptores, em suas superficies, capazes de ligarem-se a toxinas
Cry, 0 que poderia ser umas das causas para a inexisténcia de toxicidade de B.
thuringiensis para mamiferos. Além disso, a toxina Cyt2Ba também foi incubada com
células MCF-7 em duas concentracdes. Foi demonstrado neste experimento que
Cyt2Ba mostrou-se citotoxica apenas quando incubada na concentracdo mais alta usada
nos ensaios (20 pg/mL). Em concordancia com os ensaios anteriores, usando-se células
de inseto, a toxicidade de Cyt2Ba mostrou-se ter tendéncia a um aumento de atividade,
quando a dosagem da toxina foi maior no ensaio de citotoxicidade (Figura 32B). Esta
toxicidade deve-se, provavelmente, a habilidade de Cyt2Ba de ligar-se a membranas
celulares sem a necessidade de receptores especificos. O valor de atividade, em torno de

65%, apresentado para as toxinas expressas por Bti selvagem (5ug/mL) (Figura 32C),
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Tabela 4. Porcentagem de células mortas de mamifero e inseto em ensaios de citotoxicidade para células ndo tratadas/tratadas, ou células incubadas com tripsina ou suco

gastric (GJ) obtido de extrato de intestino de Lepidoptera, ou com cada uma das protoxinas ativadas com GJ.

C6/36* IPLB-LD-652Y* IPLB-SF-21AE* BM-5*
%® SD°  x* FL %®  SD”  x* FL %*  SD°  x* FL® % SD°  x* FL®
Mock 21,13 +6,54 4,02  4,85-3735 1,14 044 034 001-219 141 +024 0,08 0,81-201 1,73 0,34 0,14 0,88-257
Trypsin 10,52 +1,68 0,554  6,33-14,67 1,05 0,31 0,18 0,33-187 099 #0,40 0,33 0,00-1,98 1,91 0,29 0,09 1,19-2,63
GJ 16,53 8,28 8,28 0,00 - 37,07 1,25 0,06 001 1,15-145 123 #029 0,14 051-195 1,86 0,40 0,26 0,87-2,85
Cry4Aa+GJ 18,89 #852 7,71 0,00 - 40,06 1,64 0,30 011 0,86-234 190 #022 005 1,35-244 2,33 0,12 0,01 0,00-6,80
CryllIA+GJ 1471 +427 251  4,09-2531 1,52 0,14 002 1,15-185 131 0,12 0,02 1,01-161 1,80 0,24 0,06 1,20-2,40
Cyt2Ba+GJ 22,65 #281 0,71 15,71-29,68 1,65 0,12 002 1,40-2,00 161 0,19 0,04 1,14-2,08 2,03 #054 0,29 0,69-3,37

* —linhagens celulares de diferentes ordens/species de insetos;
@ — porcentagem de células mortas; ® _ desvio padréo; ° — chi-quadrado; 4 _ 95% limites fiduciais.
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poderia ser explicado pelo efeito sinérgico presente na amostra entre as toxinas Cry e
Cyt (Chang et al., 1993). Para confirmar esta hipdtese, outro ensaio de citotoxicidade
foi realizado, usando-se as trés toxinas conjuntamente em concentragdes de 20 pg/mL
para cada toxina. Em comparacdo ao ensaio com apenas Cyt2Ba, a mistura das toxinas
Cry e Cyt mostrou toxicidade mais alta para células MCF-7. Além disso, um nivel mais
alto de mortalidade celular foi alcangado ap6s um periodo mais longo de incubacéo.
Estes dados sugerem que Cyt2Ba pode estar funcionando como receptor para Cry4Aa e
Cryl1A, o que poderia resultar em formacgdo de poros nas membranas de células
humanas. Esta possivel interacdo é também dependente de tempo, ja que uma tendéncia
para um aumento de citotoxicidade foi observada para o periodo de incubacdo de 60

min.
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Figura 34. Analise in vitro da atividade toxica de Cry e Cyt para células humanas
MCF-7. A, a porcentagem de citotoxicidade (mortalidade celular) foi obtida por
luminometria ap6s 30 min de incubagdo, com culturas de células MCF-7, de 20 pg/mL
de cada toxina ativada por tripsina, Cry4Aa e Cryl1lA, separadamente ou em conjunto.
B, Cyt2Ba ativada por tripsina foi testada, em duas concentra¢des (5 and 20 pg/mL),
contra culturas de células MCF-7 e, a porcentagem de citotoxicidade foi determinada
como em A. C, 5ug/mL de cristais de Bti solubilizados e ativados por tripsina
incubados com células MCF-7. A porcentagem de citotoxicidade foi determinada pelo
mesmo método de A. D, Misturas de 20 pg/mL de cada uma das trés toxinas, Cyt2Ba,
Cry4Aa e CryllA foram incubadas com células MCF-7 por dois periodos de tempo
distintos (30 and 60 min) para medic¢Oes de citotoxicidade e determinagdo de tempo-
dependéncia da incubacdo. Células ndo tratadas (mock), isto é, sem incubacdo com
qualquer uma das toxinas, sdao mostradas em cada grafico.
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5-CONCLUSOES

Insetos pertencetes a diferentes ordens e espécies desenvolveram, durante a
evolucdo, variagdes na composicdo enzimatica de seus sucos gastricos para adaptarem-
se a ampla variedade de dietas. Microorganismos com habilidades entomopatogénicas,
como o B. thuringiensis, podem ter se co-desenvolvido, de tal maneira que puderam
tirar vantagem das enzimas digestivas encontradas no intestino médio dos insetos. A
principal atividade toxica de B. thuringiensis para insetos é baseada nas &-endotoxinas,
as quais necessitam ser corretamente processadas no limen intestinal de insetos
suscetiveis. A especificidade de toxinas Cry deve-se, em parte, ao tipo de clivagem
proteolitica ao qual as toxinas sdo submetidas no intestino médio dos insetos, bem como
a presenca de receptores especificos nas membranas das células epiteliais. Neste
trabalho, as toxinas especificas para dipteros, Cry4Aa e Cryl1lA, mostraram, como
esperado, ndo serem toxicas para células de Lepidoptera quando ativadas com suco
gastrico de S. frugiperda. Entretanto, estas toxinas adquiriram toxicidade para células de
Lepidoptera apds ativacdo por tripsina. Os tipos celulares testados podem, dessa forma,
expressar receptores capazes de ligarem-se as proteinas Cry ativadas por tripsina, usadas
neste trabalho. Seria possivel especular que, ao menos parte da atividade toxica
especifica para insetos da ordem Diptera, é consequéncia do tipo de processamento que
as toxinas podem ter sofrido no intestino do inseto. Para confirmar esta hipotese,
ensaios de ligagdo devem ser realizados em nosso trabalhos futuros. Interessantemente,
a citotoxicidade de Cry4Aa e CryllA mostrou-se ser dependente da presenca de
Cyt2Ba para células de mamiferos, o que auxiliaria na explicacdo para a toxicidade
observada do Bti selvagem nos ensaios com estas células. Contudo, ndo se espera que as
toxinas de Bti sejam nocivas a humanos, mesmo se ingeridas, pois as toxinas

formadoras de cristal necessitam de um pH em torno de 10, enquanto o estdmago
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humano possui pH 1-3. Além do mais, ndo é plausivel que o padrdo proteolitico possa
ativar proteinas de Bti e, caso isto aconteca, as proteinas ainda precisariam adquirir uma

estrutura funcional em tal solucdo com t&o baixo pH.
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6-PERSPECTIVAS

> Purificar a proteina PolhCyt2Ba a partir de culturas de células de inseto, ou de
larvas de Spodoptera frugiperda infectadas com o baculovirus recombinante
construido com o gene polhcyt2BaHisNcol.;

» Avaliar a atividade da proteina PolhCyt2Ba em cultura de células de inseto;

» Construir estirpe de B. thuringiensis para expressar individualmente a proteina
Cry4Ba;

» Determinar as CLsy das proteinas Cyt2BaHis, Cry4Aa e Cryl1A isoladamente,
ou em combinacBes em ensaios de citotoxicidade em culturas de células de
inseto e de mamifero;

> Avaliar matematicamente, a partir das CLsp a serem obtidas, possiveis atividades
sinérgicas, entre as proteinas Cyt2BaHis, Cry4Aa e CryllA, expressas pelas
estirpes de B. thuringiensis construidas, em cultura de células de inseto e de
mamifero;

> ldentificar possiveis receptores para as toxinas Cry4Aa, Cryl1A e Cry4Ba em

larvas de dipteros e lepiddpteros.
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