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RESUMO

A bactéria Gram-positiva Bacillus thuringiensis (Bt) é amplamente conhecida
devido a sua grande importancia no controle bioldgico, gracas a sua capacidade de
produzir inclusGes cristalinas formadas por proteinas inseticidas (Cry e Cyt), ativas
contra um amplo espectro de insetos. Uma nova atividade foi relatada para cristais sem
atividade inseticida, a citotoxicidade contra células cancerosas humanas. Essas proteinas
citotoxicas, chamadas de Parasporinas (PS), ndo sdo hemoliticas e séo estruturalmente
diferentes das proteinas Cry e Cyt. Até o momento, seis grupos de PS foram
identificadas, com base na homologia das suas sequéncias de aminoacidos. As
Parasporinas apresentam modo de acdo diferente entre as familias, assim como diferente
espectro citotoxico e nivel de atividade. A Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
possui uma Colecdo de Bacillus spp. que conta com aproximadamente 2500 isolados.
Esse trabalho teve como objetivo identificar, entre as estirpes dessa cole¢do, genes da
familia de Parasporinas através de diferentes marcadores moleculares, analisar o perfil
proteico dessas estirpes, a possivel producao de B-exotoxinas, avaliar sua toxicidade
para linhagens de células tumorais, analisar a influéncia dessas proteinas no padrdo de
migracdo celular de linhagens de cancer e as possiveis alteracdes morfologicas causadas
pelas toxinas Parasporinas nas células tumorais suscetiveis. Duzentos e sessenta e nove
estirpes foram selecionadas aleatoriamente do banco de bactérias e triadas com o0s
iniciadores especificos desenhados para identificacdo dos diferentes genes de
Parasporina. Trinta e cinco estirpes apresentaram padrdes de amplificacdo para esses
genes, dentre estes, 30 isolados obtiveram amplificagcbes para o gene parasporina 1,
enquanto 5 isolados para o gene parasporina 3. O perfil proteico sugere que as
proteinas secretadas por algumas estirpes possuem o tamanho esperado para o grupo de
Parasporina (aproximadamente 81 e 88 kDa para as familias 1 e 3, respectivamente).
Nenhuma das estirpes positivas por PCR apresentou produgdo de B-exotoxinas. As
proteinas das estirpes testadas ndo mostraram toxicidade contra as linhagens tumorais
DU-145 e HelLa. A proteina PS1 da estirpe S1338 mostrou toxicidade especifica a
células tumorais de mama MCF-7, alterando sua morfologia apos 24 horas do
tratamento com a toxina ativa, sugerindo que o tipo de morte celular envolvendo a
Parasporina 1 seja por apoptose. Nenhuma alteracdo significativa no padrdo de

migracdo das células MCF-7 pode ser observada ap6s o tratamento com a toxina. Desta
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forma, nossos dados sugerem que a Parasporina 1 produzida pela estirpe S1338 possui
caracteristicas unicas e especificidade contra a linhagem MCF-7 de adenocarcinoma de
mama. Estudos mais aprofundados sobre o mecanismo de ac¢do desta toxina, bem como
sobre o possivel receptor nas células suscetiveis, poderdo tornar viavel a utilizacdo das
Parasporinas como terapia alternativa para o tratamento de cancer, ou até mesmo como

ferramenta molecular para o diagndéstico dessa doenca.

Palavras-chave: Parasporina; Bacillus thuringiensis; Cancer; Células MCF-7.
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ABSTRACT

The Gram-positive bacteria Bacillus thuringiensis (Bt) is widely known for its
importance on biological control, due to their hability to produce crystalline inclusions
formed by insecticide proteins (Cry e Cyt), active against a broad range of insects. A
new activity was reported for crystals without insecticide activity, the cytotoxic against
human cancer cells. These cytotoxic proteins are known as Parasporins (PS), are not
hemolytic and have different structure from the Cry and Cyt proteins. So far, six classes
of PS were identified, based on the homology of their aminoacids sequences. The
Parasporins have different mode of action among theirs families, as well as different
cytotoxic range and level of activityy The Embrapa Genetic Resources and
Biotechnology has a collection of Bacillus spp. with approximately 2500 isolates. This
work aims to identify, among the strains of this collection, genes of Parasporin families
through different molecular markers, analyse the protein profile of strains, the possible
production of B-exotoxins, evaluate its toxicity to tumor cells line and the possible
morphological changes caused by the toxins Parasporins in susceptible tumor cells. Two
hundred and sixty-nine strains were selected randomly on the bacteria bank, and were
screened with specific primers to identify the different Parasporin genes. Thirty-five
strains showed amplification patterns, of which, 30 isolates showed amplification to the
parasporin 1 gene, and other 5 isolates to parasporin 3 gene. The protein profile
suggested that the secreted proteins by some strains has the expected size to the group
of Parasporin (approximately 81 and 88 kDa for the family 1 and 3, respectively). None
of the positive strains identified by PCR showed [-exotoxins production. The protein of
the tested strains didn’t show toxicity against tumor lines DU-145 and HelLa. The
protein PS1 from the strain S1338 showed specific toxicity against breast cancer cells
MCF-7, changing their morphology after 24 hours of treatment with active toxin,
suggesting that the type of cell death involving Parasporina 1 is through apoptosis. No
significant alteration in the patterns of MCF-7 cell migration could be observed after
treatment with the toxin. Therefore, our data suggest that Parasporin 1 from S1338
strain has unique characteristics and specificity against MCF-7 cell line of breast
adenocarcinoma. Further studies on the mode of action involving this toxin, and the

possible receptor of susceptible cells, can make the use of Parasporin feasible as an



alternative therapy in cancer treatment, or even as a molecular tool for the diagnosis of

the disease.

Keywords: Parasporin; Bacillus thuringiensis; Cancer; MCF-7 cell line.
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1. INTRODUCAO

1.1 Bacillus thuringiensis

Dentre os diversos microorganismos conhecidos, as bactérias sdo as mais
relevantes do ponto de vista cientifico e industrial (FEITELSON et al., 1992). As
familias Bacillaceae, Paenibacillaceae, Streptococaceae e Achromobacteriaceae contém
as principais bactérias entomopatogénicas (ARONSON et al., 1986).

A bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria de solo, Gram positiva,
aerdbia, podendo crescer também em anaerobiose e possui forma de bastonete (GLARE
& O’CALLAGHAM, 2000). Pode ser encontrada isolada, aos pares ou formando
cadeias, apresentando de 0,5 a 2,5 um de largura por 1,2 a 10 pm de comprimento
(MIRALLES & PEREZ, 2004) além da maioria dos isolados possuirem flagelos
peritriquios que permitem sua locomog¢ao (GLARE & O’CALLAGHAM, 2000).

O Bt é classificado como pertencente a Classe: Firmibacteria, Ordem:
Eubacteriales, Familia: Bacillaceae, género: Bacillus (WHITELEY & SCHNEPF,
1986). Dentro do Género Bacillus, B. thuringiensis, juntamente com B. cereus, B.
mycoides, B. pseudomycoides, B. anthracis e B. wihenstephanensis, formam o grupo B.
cereus. Neste grupo, a maior semelhanca de sequéncia de DNA ocorre entre B.
anthracis, B. cereus e B. thuringiensis (HELGASON et al., 2000; GUINEBRETIERE et
al., 2008; KOLSTO et al., 2009). B. thuringiensis e B. cereus apresentam caracteristicas
fenotipicas e bioquimicas comuns, mas por definicdo pode ser diferenciado pela
presenca de cristais (LUTHY & WOLFERSBERGER, 2000) visiveis em microscopia
de contraste de fase (LYSENKO, 1983).

E uma bactéria cosmopolita (KRYWUNCZYK & FAST, 1980), podendo ser
isolada de diversos substratos como solo, agua, superficie de plantas, insetos mortos,
teias de aranha, grdos armazenados, folhas de arvores deciduas, mamiferos insetivoros e
até mesmo de tecidos humanos com necrose (HOFTE & WHITELEY, 1989;
KNOWLES & DOW, 1993; BRAVO et al., 1998; ROH et al., 2007; RAYMOND et al.,
2010). Entretanto, seu requerimento nutricional vitaminico e de amino&cidos, como
acido glutamico, sugere que as células vegetativas somente se reproduzem no interior
dos insetos hospedeiros (SOBERON & BRAVO, 2001; MONNERAT & PRACA,
2006).
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Bt apresenta duas fases principais durante seu ciclo de vida: um crescimento
vegetativo na qual a bactéria se multiplica por fissdo binria, e outra de esporulacdo que
consiste na diferenciacdo da bactéria em esporo. Os esporos, quando encontrados em
um ambiente favordvel ao crescimento (meio com nutrientes necessarios ao seu
desenvolvimento e temperatura em torno de 28°C e pH em torno de 7,0), podem
germinar e iniciar o crescimento vegetativo.

O Bt é um dos principais microorganismos utilizados no controle biolégico
(WHO, 1999), gracas a producdo de inclusdes proteicas cristalinas denominadas 6-
endotoxinas (proteinas Cry e Cyt) no momento de sua esporulacdo (BRAVO et al.,
2007). Estas toxinas se acumulam no compartimento da célula-m&e, podendo
corresponder a 1/3 do total de proteinas encontradas na célula e s&o liberadas
juntamente com o esporo, apos a lise celular (LERECLUS et al., 1989; ARANTES et
al., 2002).

Essa bactéria destaca-se dos organismos empregados no controle biolégico por
apresentar atividade tdxica contra diversas ordens de insetos dentre elas Lepidoptera,
Diptera, Coleoptera, Hemiptera e Hymenoptera (VAN FRANKENHUYZEN, 2009),
estando nelas inclusas importantes pragas agricolas como Spodoptera frugiperda,
Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) e vetores de doencas de importancia
mundial pertencente aos géneros Culex, Aedes e Anopheles (Diptera: Culicidae)
(FEITELSON et al., 1992; LERECLUS et al., 1993; ARANDA et al., 1996;
MONNERAT & BRAVO, 2000; POLANCZYK & ALVES, 2003; MONNERAT &
PRAGCA, 2006). Atinge ainda organismos como nematdides (SCHNEPF et al., 1998) e
caramujos (Figura 1) (ALI et al, 2010), porém sdo indcuas a outros organismos como
seres humanos, vertebrados e plantas (WHITELEY & SCHNEPF, 1986; OMS, 1987;
SARAIVA et al., 2007), sendo uma opc¢do segura para o controle de pragas na
agricultura e vetores de doencas (ARANDA et al., 1996; MONNERAT & BRAVO,
2000; CRICKMORE et al., 2015; PARDO-LOPEZ et al., 2013).

Em 1993 foi estabelecido um Comité de Nomenclatura de toxinas de Bacillus
thuringiensis (Crickmore et al., 1998, 2015). Nesse sistema de nomenclatura, para cada
nova toxina é dado um nome baseado na identidade de aminodcidos com as toxinas
previamente nomeadas. O agrupamento por esse critério ndo implica em uma proteina
com estrutura similar, com a mesma gama de hospedeiros, nem modo acdo. Dessa
forma, quatro subcategorias foram formadas: proteinas que compartilham identidade

inferior a 45% (atribuido um namero arabico), proteinas compartilhando identidade
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inferior a 78% (atribuido uma letra maidscula), proteinas que compartilham identidade
inferior a 95% (atribuido uma letra minuscula) e proteinas que compartilham mais de
95% de identidade (numero arébico), formando assim o nome da proteina (Figura 2).

Cry1A-C; Cry2A
CrydA-B; Cry10
Cry11A-B; Cry16A
Cry19A-B; Cry20A

CrylA-K Cry2A N\ Cry24C; Cry27A
Cry78; Cry8D Cry32B-D; Cry39A ) .
Cry9A-CE; Cry15A Cry4aa; Cryd7A SVIB L SN G ORTA
Cry22A; Cry32A CrydBA; Cry49A Cry8A-G; Cry9D; Cry14A
Cry18A; Cry22A-B; Cry23A

Crys1A Cyt1A-B; Cyt2A-B
i ¥ 4 Cry34A-B; Cry35A-B; Cry36A

Lepidoptera Diptera C_ry}?A;_(ryIfBA-B:CrySSA
Cyt1 A Cyt2C
Coleoptera
Cry5A-B; Cry6A-B g:;’i::
Cry12A; Cry13A Cry42A
Cry14A: Cry21A Cry4s5A
CrysSA Cryd6A
Rhabditida
Human-cancer
cells
Cry2A
Cry3A }—
Cry11A

Cry3A
CrySA

Cry22A

cy1ab

Hemiptera Gastropoda

Hymenoptera

Figura 1. Visdo esquematica mostrando o espectro de agdo das 6-endotoxinas de Bt. CrylA-C (separado por
hifen) indica um grupo das toxinas CrylA, CrylB e Cryl1C. CrylB, | (separado por virgula) indica diferentes
toxinas CrylB e Cryll. Ponto e virgula separam grupos ou toxinas individuais. Toxinas Cyt estdo em
vermelho (Palma et al., 2014).

Atualmente, as proteinas Cry constituem o maior grupo de proteinas inseticidas
produzidas por Bacillus. Nas ultimas décadas, mais de 700 sequéncias de genes cry que
codificam cristais proteicos foram identificadas e a localizacdo desses genes parece ser
mais comum em grandes plasmideos (HOFTE & WHITELEY, 1989; SCHNEPF et al.,
1998; VAN FRANKENHUYZEN et al., 2009, PALMA et al., 2014, CRICKMORE et
al., 2015). O Comité de Nomenclatura de Toxinas de Bt classificou 73 grupos diferentes
de proteina Cry, incluindo as proteinas Parasporinas com atividades antitumorigénicas
(Cry31, Cry46, Cry4l, Cry45, Cry64, Cry63), além de 3 grupos de proteinas Cyt e 4
grupos de proteinas Vip (CRICKMORE et al., 2015).
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Figura 2. Visdo esquematica do atual Sistema de nomenclatura usado pelo Comité de Nomenclatura de
Toxinas de Bt para 8-endotoxinas e toxinas secretiveis. Neste exemplo, os ndmeros indicam diferentes
proteinas Vip, mudando a subcategoria 1 (Rank 1) de acordo com a porcentagem de similaridade de
aminoacidos. A mesma regra se aplica para as subcategorias 2, 3 e 4 (Palma et al., 2014).

Em 1901 ocorreu a primeira descoberta de doengas em insetos causadas por
Bacillus thuringiensis, feita pelo bidlogo japonés Shigetane Ishiwata. Ele descreveu
uma bactéria esporulante responsavel pela mortalidade de populagdes do bicho-da-seda,
Bombyx mori sendo denominada “sotto disease”. O pesquisador chamou essa nova
bactéria de Bacillus sotto. Ernst Berliner descreveu a mesma bactéria isolando-a de
lagartas da traca da farinha, Anagasta kuhniella, na regido aleméd da Thuringia em 1911
(POLANCZYK & ALVES, 2003). Chamou-a de Bacillus thuringiensis devido ao local
aonde as lagartas foram encontradas (WHITELEY & SCHNEPF, 1986) e reportou a
existéncia de cristais, porém a atividade destes ainda era desconhecida (UCSD, 2014).
O nome dado por Ishiwata ndo foi considerado valido, e 0 nome mais recente mantido
(GLARE & O'CALLAGHAM, 2000).

Na década de 20, fazendeiros comecaram a utilizar Bt como uma alternativa
para o controle de insetos na agricultura e, em 1938, uma formulacdo a base dessa
bactéria, a Sporeina, foi produzida na Franca (WEISIER, 1986).

Nos anos 50, aumentaram 0s estudos e descobertas a respeito da bioquimica,
estrutura e modo geral de agdo das inclusdes cristalinas de origem protéica de Bt. Desde
entdo, diversos paises como Alemanha, Russia e Estados Unidos comegaram a produzir
inseticidas bioldgicos a base de Bt (WEISIER, 1986). Na década de 60, foi isolada uma
estirpe de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki (DULMAGE, 1970) que apresentou
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toxicidade de 2 a 200 vezes superior as estirpes normalmente utilizadas nos produtos
comerciais. Até 1976, pesquisadores acreditavam que o Bt estava incluso em um restrito
grupo de microorganismos, com um espectro de acdo contra poucas espécies de
lepidopteros e este era usado exclusivamente no controle de insetos praga na
agricultura. Porém, em 1977, descobriu-se uma estirpe de B. thuringiensis subsp.
israelensis toxica para larvas de mosquitos e de borrachudos (Diptera) (KIM, 1993) A
partir dessa descoberta, aumentou-se a procura por estirpes que possuissem novas
toxinas ativas contra outras ordens de insetos, sendo realizados inimeros programas de
selecdo, visando o isolamento de estirpes toxicas a outros insetos.

Nos anos 80, a utilizacdo de Bt cresceu ainda mais, principalmente quando
comegaram a surgir populagdes de insetos altamente resistentes aos inseticidas
sintéticos. Além disso, os estudos de cientistas e ambientalistas comecaram a relatar os
problemas causados pelos produtos quimicos aos seres vivos e a0 meio ambiente
(MONNERAT & BRAVO, 2000).

Com o avango da biologia molecular, ficou cada vez mais facil a insercéo e
expressao, em plantas, de genes que codificam as proteinas entomopatogénicas de Bt.
As primeiras plantas transgénicas, expressando toxinas de Bt, foram as de tabaco e
tomate e a primeira plantagdo de milho transgénico foi registrada nos Estados Unidos
em 1995 (FISCHHOFF, 1987; JOUANIN et al., 1998). Com o passar dos anos, novas
tecnologias foram sendo desenvolvidas e novas estirpes descobertas, demonstrando
cada vez mais a importancia dessa bactéria e sua utilizacdo no controle bioldgico de
pragas agricolas e vetores de doencas.

Estas proteinas sdo produzidas sob forma de pro-toxinas, sendo transformadas
em peptideos toxicos no intestino do inseto pela acdo do pH alcalino intestinal e de
proteases. A proteina ativada se liga entdo a receptores na superficie apical das células
epiteliais colunares, formando poros que desregulam as funcdes celulares e a
homeostasia, levando o inseto a morte (ARONSON et al., 1986; HOFMANN et al.,
1988; KNOWLES, 1994; LORENCE et al., 1995; SCHNEPF et al., 1998; BRAVO et
al., 1998, 2007).

A maioria das estirpes de B. thuringiensis pode sintetizar mais de um tipo de
cristal. Os cristais podem ser formados por diferentes proteinas Cry, podendo haver
casos em que cinco toxinas sdo encontradas, como por exemplo, no B. thuringiensis
subsp. israelensis. A massa molecular dessas toxinas pode variar entre 14 e 142 kDa.

Dependendo da composi¢do da pro-toxina, o cristal pode ser bipiramidal, cuboide,
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rombdide, ovoide, esférico, retangular ou sem forma definida. Essa habilidade de
cristalizacdo das pro-toxinas pode diminuir sua suscetibilidade a degradacdo por
proteases do hospedeiro (SCHNEPF et al., 1998).

As estirpes de B. thuringiensis sdo agrupadas taxonomicamente por sorotipos ou
subespécies, baseado em propriedades bioquimicas e imunogénicas, na reacdo de
aglutinacdo de antigenos flagelares das células vegetativas (flagelinas), possibilitando a
obtengdo de anticorpos (DE BARJAC & FRACHON, 1990). Esta classificacdo
utilizando antigenos-H flagelares divide a espécie de B. thuringiensis em 82
subespécies, facilitando a diferenciacdo entre as varias estirpes. No entanto, possui
limitacOes para linhagens de B. cereus que ndo possuem inclusbes paraesporais, e
mesmo assim reagem de forma cruzada aos anticorpos de sorotipagem, além de
existirem problemas com linhagens autoaglutinantes de Bt (LECADET et al., 1999).
Algumas estirpes de B. cereus possuem proteinas que reagem com soros especificos
para B. thuringiensis (DE BARJAC & BONNEFOI, 1973), sugerindo uma possivel
relacdo evolutiva entre as duas espécies (LECADET et al., 1999). No antigo Centro
Internacional de Bacillus entomopatogénicos, no Instituto Pasteur em Paris, cerca de 3%
das estirpes depositadas no banco eram linhagens autoglutinantes (BURGES et al.,
1982). Apds fechamento, no ano 2000, desse centro de referéncia internacional,
responsavel pela producdo dos anticorpos para sorotipagem de Bt, tornou-se dificil a
classificacdo das subespécies de novos isolados de Bt. Além disso, algumas cepas de B.
thuringiensis imdveis, como B. thuringiensis subespécie wuhanensis, ndo possuem
flagelos, e consequentemente 0s antigenos necessarios para sua classificacdo. Esse
método, embora defina as subespécies, ndo tem relacdo direta com a toxicidade das
estirpes e pela dificuldade de sua realizacdo esta caindo em desuso.

Uma grande quantidade de estirpes de Bt foi isolada e caracterizada, envolvendo
varios grupos de pesquisa, em todo o mundo, em busca de novas toxinas (FEITELSON
et al., 1992). Estima-se que haja mais de 50.000 estirpes conhecidas em todo o mundo
(MONNERAT et al., 2001).

Além das &-endotoxinas, B. thuringiensis pode produzir varias outras toxinas,
incluindo proteinas com atividade inseticida como a a-exotoxina, [-exotoxina,
hemolisinas, enterotoxinas, quitinases e fosfolipases (HANSEN & SALAMITOU,
2000), moleculas bioestimuladoras e biofertilizadoras, como fitohormonios, proteinas
solubilizadoras de fosfato e sider6foros (CHERIF et al., 2003; BLOEMBERG
& LUGTENBERG, 2001; RADDADI et al., 2007, 2008) além de proteinas
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Parasporinas, as quais exibem atividade citotoxica especifica contra células tumorais de
cancer humano (OHBA et al., 2009, OKUMURA et al., 2015).

1.2 Parasporinas

Historicamente, acreditava-se que B. thuringiensis havia adquirido atividade
inseticida no curso da co-evolucdo com insetos, através de uma relacdo hospedeiro-
parasita. Contudo, algumas evidéncias sugerem que Bt, como espécie, € meramente um
organismo saprofita e ndo um patdgeno obrigatério de insetos (OHBA et al., 2009).
Essa ideia é suportada pelo fato de que B. thuringiensis isolados de ambientes naturais
com proteinas Cry nao inseticidas estdo em maior niumero que isolados com proteinas
Cry inseticidas (OHBA et al., 1986; HASTOWO et al., 1992; MAEDA et al., 2000;
LEE et al., 2003). Os isolados néo inseticidas, muitas vezes compreendem mais de 90%
de populagdes naturais do solo (OHBA et al., 2000; OHBA et al., 2002; YASUTAKE
et al., 2006; YASUTAKE et al., 2007) e filoplano (OHBA et al., 1996; MISUKI et al.,
1999). Assim, a questdo importante que surge naturalmente é se as proteinas Cry
sintetizadas por estirpes ndo entomopatogénicas possuem qualquer atividade bioldgica
que ainda é desconhecida.

Com base nesse contexto historico, Mizuki e colaboradores em 1999 iniciaram
uma varredura em larga escala de estirpes de Bt, no qual 1744 estirpes foram
investigadas quanto a atividade citotdxica contra células T leucémicas humanas e
atividade hemolitica em eritrdcitos de ovelha. Isso levou a descoberta de estirpes de Bt
produtoras de proteinas capazes de discriminar células T normais de células T
leucémicas, matando preferencialmente a linhagem tumorigénica (MIZUKI et al.,
1999). Uma proteina Cry com atividade anticancerosa foi obtida da estirpe A1190
(MIZUKI et al., 2000), o que acabou levando a criacdo de uma nova categoria de
proteinas, as Parasporinas (PSs), definidas como proteinas ndo hemoliticas, toxicas
preferencialmente para células cancerosas (MIZUKI et al., 1999; MIZUKI et al., 2000).
A partir desses achados, essas proteinas se tornaram alvo de constantes pesquisas
devido ao seu potencial para tratamento do cancer. Estudos subsequentes levaram a
descoberta de varias outras proteinas pertencentes ao grupo das Parasporinas.

Até o momento, seis classes de Parasporinas foram identificadas (Tabela 1), com
base na homologia das suas sequéncias de aminoacidos e classificadas pelo Comité de

Classificagio e Nomenclatura de  Parasporina  (http://parasporin.fitc.pref-
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fukuoka.jp/index.html), totalizando 19 diferentes PSs identificadas a partir de 17
diferentes estirpes de Bt. Destas, 11 pertencentes ao grupo PS1, 3 ao grupo PS2, 2 ao
PS3, e os grupos PS4, PS5 e PS6 possuem apenas 1 representante cada. As Parasporinas
apresentam modo de acdo diferente entre as familias, assim como diferente espectro
citotoxico e nivel de atividade (OHBA et al., 2009). Para sua ativacdo, assim como as
proteinas inseticidas, € de importancia crucial a ativacdo das pro-toxinas em toxinas

com o auxilio de proteases.

Tabela 1. Caracteristicas das parasporinas (Adaptado de OHBA et al., 2009).

Estirpe de origem de  Precursor Forma ativa®

Parasporina® Ativacgio
P Bacillus thuringiensis ~ (kDa) (kDa) ¢

PS1Aal A1190 31 15456¢ Protc.ina C~ry com trC:s dominio.s, ativadas
(Cry31Aal) por digestdao na porgdo N-terminal

PS2Aal Al547 37 30 Protc.ina (5ry sem m'is dominios, atl:vadas
(Cry46Aal) por digestdo na por¢do N- ¢ C-terminal

PS3Aal A1462 28 64 Protc.ina ny com trc'is dominios, at?vadas
(Cry41Aal) por digestdo na porgdo N- e C-terminal

PS4Aal A1470 14 7 Protc.ina (Ery com trfis domini(?s, ativadas
(Cry45Aal) por digestdo na porg¢do C-terminal

PS5Aal A1100 14 30 Protc.ina (Ery sem tr{"_:s dominic.is, ativadas
(Cry64Aal) por digestdo na porgido C-terminal

PS6Aal M019 24 14459 Protc.ina (Ery com trfis d()minio.s, ativadas
(Cry63Aal) por digestdo na por¢do N-terminal

apS1, PS2, PS3, PS4, PS5 e PS6 correspondem a Cry31, Cry46, Cry41, Cry45, Cry64 e Cry63,
respectivamente. "Gerado por digestdo com protease. Heterodimero.

1.2.1 Parasporina 1 (Cry31)

A Parasporina 1 (PS1Aal) produzida pelo Bt A1190 é uma proteina de 723
aminoacidos e massa molecular de 81 kDa (pro-tdxina), codificada por um gene de
2.169 pb. Esta proteina tem uma estrutura de trés dominios, onde a sequéncia de
aminoécidos possui 5 blocos conservados comumente achados em proteinas Cry
inseticidas. Contudo, uma pequena homologia (< 25%) existe entre a PS1 e as classes
de proteinas Cry e Cyt (OHBA et al., 2009).

A proé-toxina, apos ativacdo com tripsina, produz dois fragmentos de 15 kDa e
56 kDa. Esses dois fragmentos estdo intimamente relacionados, agindo conjuntamente
na citotoxicidade contra células tumorais. Andlises estruturais mostraram que esses
fragmentos formam um heterodimero na proporcdo de 1:1, apresentando alta
toxicicidade e especificidade contra células de cancer de colo do utero (HeLa) e células
T leucémicas (MOLT-4) (KATAYAMA et al., 2005).

25



Essa proteina, ao contrario das ja conhecidas proteinas Cry inseticidas, ndo €
uma toxina formadora de poros. Pode-se observar que a toxina ativada ndo afeta a
permeabilidade da membrana celular, e seu efeito citotoxico se apresenta tardiamente,
apos 8-10 horas da administracdo da toxina. Esses resultados, juntamente com o fato
dessa proteina ndo estar relacionada genealogicamente e estruturalmente com as outras
Parasporinas, sugerem que o tipo de morte celular envolvido com essa proteina ndo seja
a formacdo de poros na membrana (OHBA et al., 2009). Katayama e colaboradores
(2007) demonstraram que a PS1Aal ativada causa um influxo de calcio (Ca®*) para o
interior celular. Esse influxo ndo esta relacionado com canais de Ca* nem com Ca?*
intracelular, mas sim com Ca?* extracelular.

Esse influxo de célcio leva a ativacdo de proteinas relacionadas com a morte
celular, como a caspase-3 e a poli(ADP-ribose)polimerase. Além disso, proteinas G
heterotriméricas ou receptores acoplados a proteina G estdo relacionados com esse

mecanismo de a¢do, induzindo a célula a morte por apoptose (Figura 3).
_ Parasporin-1
PS1BP

Ca?*

Membrane

L
Increase in cellular Ca ion concentration
Activation of caspase-8
Cytochrome ¢ release?
! Caspase-9 activation?
Activation of caspase-3

Genomic DNA degradation

Cell death by apoptosis via
receptor-mediated signaling

Figura 3. Modo de agdo da proteina Parasporina 1. Ap0s ligacdo da proteina ativa ao
receptor de membrana, ocorre influxo de célcio para o citoplasma celular, ocorrendo
ativacdo da via das caspases e inducéo da apoptose. (Akiba et al., 2009).

1.2.2 Parasporina 2 (Cry46)

A toxina Parasporina 2 (PS2Aal) proveniente da estirpe de Bt A1547 (sorotipo

dakota), diferentemente da PS1, ndo possui trés dominios, e consequentemente lhe falta
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os blocos conservados presentes nas proteinas Cry inseticidas. Porém, apresenta uma
identidade (<25%) com a proteina Cryl5Aa, pertencente as toxinas tipo MTX de
Lysinibacillus sphaericus (ITO et al., 2004; AKIBA et al., 2009). E uma proteina com
338 residuos de aminoéacidos e traduzida a partir de um gene de 1.014 pb.

Apresenta toxicidade contra células T leucémicas (MOLT-4 e Jurkat), cancer de
utero (Sawano) e cancer hepéatico (HepG2). Utilizando cortes histologicos de biopsias
de céncer do colo do utero e cancer de figado, PS2 preferencialmente matou as células
de cancer, deixando as células normais do pedaco de tecido intactas (ITO et al., 2004).
As sequéncias de aminoacidos dessas proteinas sugerem uma homologia com toxinas
aerolisinas formadoras de poro do tipo B (B-PFTs). A pro-toxina (37 kDa), apés
processamento proteolitico com Proteinase K, gera a toxina ativa (30 kDa), a qual ir4
formar oligbmeros (>200 kDa) em regifes da membrana ricas em colesterol, as
jangadas lipidicas, levando a formacéo de poros e consequentemente a lise celular, ndo
ocorrendo assim apoptose (Figura 4). Proteinas ancoradas de glicosilfosfatidilinositol
(GPI) estdo envolvidas nessa atividade citotdxica, possivelmente como receptor dessa
proteina (ITO et al., 2004; KITADA et al., 2006, 2009; AKIBA et al., 2009). Existe
grande homologia entre as sequéncias de aminoacidos de PS2Aal e a toxina épsilon de
Clostridium perfringens, bem como em seus mecanismos de agdo envolvidos na morte
celular (OHBA et al., 2009).

31}\ [Parasporin-2
.( /"

GPI-anchoredi}

PS2BP

Protein Oligomerization and

mega assemblage of
toxin and other
proteins

| Pore formation

| Insertion of toxin into membrane

| Increase in membrane permeability

Necrotic cell death by oligomerizing
and pore-forming toxin via multiple
receptor

Figura 4. Modo de acdo da proteina Parasporina 2. Ap6s ligacdo da proteina ativa ao
receptor de membrana, ocorre oligomerizacdo das proteinas na membrana celular e
consequente formacgdo de poros, levando a célula a perda da homeostase e desiquilibrio
osmotico, ocorrendo necrose celular (Akiba et al., 2009).
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1.2.3 Parasporina 3 (Cry41)

Parasporina 3 (PS3Aal e PS3Abl) sdo proteinas de 88 kDa provenientes da
estirpe de Bt A1462. Essa proteina possui 825 residuos de aminoacidos que forma uma
pré-toxina de 88 kDa, que ap0s tratamento com Proteinase K gera uma toxina ativa de
64 kDa. Apresenta toxicidade e especificidade contra células de céancer de figado
(HepG2) e células T leucémicas (HL-60) (YAMASHITA et al., 2005). Apesar de ter
uma baixa similaridade com as proteinas Cry e Cyt, possui estrutura de trés dominios,
onde a sequéncia de aminoacidos possui 5 blocos conservados comumente observados
em proteinas Cry inseticidas. Baseado nisso, PS3 provavelmente segue 0 modelo similar
de ligacdo a receptores especificos e formacao de poros na membrana celular. Essa idéia
tem como suporte o fato de PS3Aal aumentar a permeabilidade de membrana das
células alvo (YAMASHITA et al., 2005).

1.2.4 Parasporina 4 (Cry45)

Parasporina 4 é produzida pela estirpe de Bt Al1470, pertencente ao sorotipo
shandongiensis. Possui 274 aminoéacidos, formando uma pro-toxina de 34 kDa,
codificada por um gene de 828 pb, possuindo trés dominios. Apds ativacdo com
Proteinase K, produz uma toxina de 27 kDa toxica contra células T leucémicas (MOLT-
4 e HL-60), células de cancer de colon (CACO-2) e células de cancer do colo do Utero
(Sawano e TCS) (OHBA et al., 2009).

Assim como PS2, a Parasporina 4 possui homologia com aerolisinas formadoras
de poro do tipo B, possuindo um mecanismo de agdo muito semelhante a PS2. PS4 liga-
se inespecificamente a membrana plasmatica das células-alvo, formando oligbmeros e
induzindo a célula a morte. Diferente de outras B-PFTs, PS4 é uma proteina formadora
de poro independente de colesterol. O receptor especifico e a composicao de oligdmeros
de PS4 permanecem desconhecidos (OKUMURA et al., 2008, 2011).

1.2.5 Parasporina 5 e 6 (Cry64 e Cry 63)

A literatura a respeito das Parasporinas 5 e 6 ainda € muito escassa. A PS5
oriunda da estirpe A1100 possui uma pro-toxina de 34 kDa, ativada com Proteinase K,

dando origem a uma toxina ativa de 30 kDa. Assim como PS2 e PS4, possui homologia
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com aerolisinas formadoras de poro do tipo B. Seu mecanismo de agdo ¢ ainda
desconhecido, mas baseado em sua homologia com aerolisinas, possivelmente forma
poros nas membranas das células alvo (EKINO et al., 2014).

PS6 compartilha uma estrutura muito parecida com as PS1 e PS3, possuindo
estrutura de trés dominios, onde a sequéncia de aminoacidos possui 5 blocos
conservados comumente achados em proteinas Cry inseticidas. Seu precursor & uma
pro-toxina de 84 kDa, que ap6s ativacdo com tripsina produz uma proteina madura de
73 kDa formada por um heterodimero de 59 kDa e 14 kDa. Possui citotoxicidade contra
as linhagens de cancer de figado (HepG2) e cancer do colo do utero (HeLa)
(NAGAMATSU et al., 2010).

O mecanismo de acdo dessa proteina em células de cancer humano ainda nao é
esclarecido. Especula-se que PS6 possa ser uma proteina formadora de poro
(NAGAMATSU et al., 2010).

1.2.6 Estrutura Tridimensional das Parasporinas 2 e 4

A estrutura tridimensional da Parasporina 2 e da proteina ndo toxica de 26 kDa,
produzida pela mesma estirpe de Bt A1470, que compartilha 38% de identidade com a
sequéncia da Parasporina 4, foram recentemente determinadas. Através do programa
SWISS-MODEL, Akiba e colaboradores (2009) utilizaram a proteina nao toxica de 26
kDa como modelo para producdo de uma estrutura tridimensional da Parasporina 4
(AKIBA et al., 2004, 2006, 2009; GUEX et al., 2009; XU et al, 2014).

Toxinas tipo aerolisinas, como as PS2 e PS4, possuem uma notavel identidade
em suas sequéncias ou uma semelhanca estrutural entre seus dominios (Figura 5),
atuando também como citolisinas através da formacéao de poros (KNAPP et al., 2010).

O Dominio | dessas protéinas desempenha um importante papel na interacdo da
proteina com as ancoras de GPI (COLE et al., 2004). As a-hélices s6 existem nesse
dominio. Na porcdo N-terminal h4 a formacdo de uma curta volta-p e na porcéo C-
terminal estd inclusa uma parte do maior dominio B. No dominio | de proteinas
formadoras de poro do tipo B (B-PFT), residuos arométicos sdo abundantes. Esses
residuos aromaticos podem ligar-se a carboidratos, como galactose e glicose, formando
interacdes proteina-carboidrato. Essa interacdo € determinada pela posicdo e orientacao

relativa, a qual pode contribuir para as diferentes especificidades de ligacOes das

29



proteinas ligantes de acucar (PAYNE et al., 2011). Por comparacéo estrutural, tanto o
dominio I do modelo de PS2 quanto o de PS4 podem ter cadeias B curtas.

No dominio Il da PS2, uma cadeia formada por quatro folhas-B nas
proximidades do dominio | se associa com as hélices do dominio | através de interacfes
hidrofobicas. A superficie interna das folhas-p e uma volta-p anfipatica formam um
nacleo hidrofébico rodeado por residuos hidrofilicos nas folhas-B, sendo estabilizado
pelas pontes de hidrogénio (AKIBA et al., 2006, 2009). A disposicdo dos residuos
hidrofobicos e hidrofilicos tém um papel importante no dobramento da proteina
(SCHWARTZ et al., 2001). Nos modelos estruturais baseados em toxinas da familia das
aerolisinas, a volta-p anfipatica poderia transpor a membrana, 0 que é necessario para a
formagdo de poro (MELTON et al., 2004). Além disso, mutagénese dirigida nos
dominios B anfipaticos de proteinas tipo aerolisinas pode alterar caracteristicas do canal
na bicamada lipidica. Isso sugere que o dominio Il pode estar envolvido no processo de
insercdo na membrana e formacéo de poro (KNAPP et al., 2009). Cadeias adjacentes a
volta-B anfipatica em PS2 (cadeia S4 e S5) ¢ no modelo para parasporina 4 sdo
separadas por alcas, podendo ser deduzido que as cadeias B separadas podem ser mais
flexiveis para facilitar o desdobramento da volta-p anfipatica durante o processo de
transmembrana.

Além disso, PS2 tem uma notavel distribuicdo de residuos serina e treonina
hidrofobicos nas cadeias § adjacentes a volta-f3 anfipatica no dominio IT (AKIBA et al.,
2009). Sequéncias flanqueadoras similares ricas em serina e treonina também sdo
encontradas em outras estruturas conhecidas de protéinas B-PFT, como ETX, aerolisina,
a-toxina e MTXs (COLE et al., 2004), reforcando a idéia de que essas sequéncias
participam no processo de transmembrana (COLE et al., 2004; AKIBA et al., 2009).

No dominio Il da PS2 ha uma cadeia tripla de folhas-p antiparalelas e uma
cadeia dupla de folhas- B antiparalelas, que interagem formando um sanduiche-f
(AKIBA et al., 2006, 2009). Como a regido C-terminal da PS2 pode ser removida
durante a ativacdo por digestdo proteolitica, uma parte do nucleo hidrofébico localizado
dentro do sanduiche-p é exposto ao solvente, formando um pequeno trecho hidrofébico
na superficie ao longo da cadeia . Esse dominio possivelmente esta relacionado com a
oligomerizacdo da toxina na membrana das células-alvo, participando na formacédo do
poro (COLE et al., 2004, XU et al., 2014).
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Figura 5. Comparagdo estrutural entre Parasporina 2, a proteina nao téxica de 26 kDa e proteinas
formadoras de poro do tipo B. A porgdo N-terminal de ligacdo com a membrana esta representada na
cor verde escuro. Regifes de insercdo na membrana e formacgéo do poro estdo representados na cor
verde claro e alaranjado, respectivamente. A regido colorida de rosa representa a volta-p anfipatica, a
qual possivelmente é responsavel pela formacdo do poro. Parasporina 4 foi desenhada utilizando a
proteina ndo toxica de 26 kDa como modelo (Adaptado de XU et al., 2014).

31



1.3 Céancer

Céancer ¢ o nome conferido a um grupo formado por mais de cem doencas
caracterizadas pela interrupcdo dos mecanismos que regulam o crescimento e a divisdo
celular e pela habilidade das células cancerosas de invadirem outros tecidos,
representando uma ameaca a salde global com consequéncias econémicas
consideraveis (MARIOTTO et al., 2011, AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014). O
cancer estd relacionado como o principal causador de morte em paises
economicamente desenvolvidos e como a segunda principal causa de morte nos
paises em desenvolvimento (JEMAL et al., 2011). A incidéncia do cancer em paises
economicamente  desenvolvidos vem aumentando como consequéncia do
envelhecimento e do crescimento da populacdo, assim como pela falta de exercicio
fisico, pelo tabagismo e pelas dietas a base de produtos industrializados (JEMAL et al.,
2011).

Somente no ano de 2012, essa doenga foi responsavel por 8,2 milhGes de dbitos.
Estima-se que em 2030 haja 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de
mortes por cancer e 75 milhdes de pessoas vivas portadoras de algum tipo de neoplasia
maligna (GLOBOCAN, 2012; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014; WHO, 2014).

No Brasil, desde a década de 60, as doencas infecciosas deixaram de ser
a maior causa de morte e cederam lugar as doencas do sistema circulatério e as
neoplasias (INCA, 2011). Esse processo, conhecido como transicdo
epidemioldgica, deve-se principalmente ao envelhecimento da populacéo,
resultante do intenso processo de urbanizagédo e das acdes de promocgao e recuperacao
da satde (INCA, 2014).

S&o estimados 576 mil novos casos de cancer no Brasil em 2014. Exceto o0s
casos de cancer de pele ndo melanoma, 48% desses novos casos ocorrerdo em mulheres,
sendo o cancer de mama o mais frequente (20,8%) e 52% em homens, sendo o cancer
de préstata o mais frequente (22,8%) (Figura 6) (INCA, 2014). A taxa de incidéncia
global de cancer é quase 25% maior em homens do que em mulheres (GLOBOCAN,
2012).

O tumor surge como resultado de varios eventos, podendo ser fatores internos
como mutacOes herdadas, disfuncdo hormonal, condi¢Ges imunoldgicas e mutacoes
geradas em decorréncia do metabolismo ou fatores externos como agentes infecciosos,
agentes quimicos e radiacao ionizante (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014). Estes
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fatores causais podem agir juntos ou em sequéncia para iniciar ou promover a

carcinogénese.

TUMORES NO BRASIL

Inca divulga estimativas para 2014

NOVOS CASOS EM 2014 0 MAIS COMUM

aproximadamente 576 mil Na populagdo em geral: cancer de pele
do tipo nao melanoma, 182 mil novos

HOMENS MULHERES

Localizacao Casos %* ‘ Localizagao Casos %*

Prostata ) 68.800 22,8 Mama Feminina 57120 208

Traqueia, Bronquio  16.400 5,4 Célon e Reto 17530 64

e Pulmao Colo do Utero 15.590 57

Célon e Reto 15070 5,0 Traqueia, Bronquio  10.930 4,0

Estdmago 12870 4,3 e Pulmao

Cavidade Oral 11.280 37 Glandula Tireoide  8.050 2,9

Nimeros arredondados para 10 ou miltiplos de 10 *Distribuigo proporcional, exceto pele ndao melanoma

Figura 6. Estimativa de casos de tumores no Brasil para 0 ano de 2014 (INCA, 2014).

O processo de expansdo clonal que leva a formacdo do tumor apos
mudanc¢as no genoma, por muitos anos foi relacionado apenas com mutagGes,
porém hoje pode ser explicado também por mudancas epigenéticas(DAWSON
& KOUZARIDES, 2012). Mecanismos como metilacdo do DNA e modificacdes
nas caudas de histona promovem mudancas herdaveis em genes relacionados
com a supressao tumoral, por exemplo, levando a expansdes clonais malignas
(ESTELLER, 2007; JONES & BAYLIN, 2007; BERDASCO & ESTELLER,
2010). A hipometilagdo nas células cancerigenas em comparagdo com as células
normais foram as primeiras evidéncias encontradas do envolvimento da epigenética no
estado tumoral (FEINBERG & VOGELSTEIN, 1983; GOELZ et al., 1985)

O diagndstico precoce € fundamental para o sucesso do tratamento, no entanto
estima-se que mais de dez anos se passam entre a exposicdo a fatores externos e a
deteccdo do cancer (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014).

Com os avangos nas pesquisas sobre o cancer nos anos 1980 e 1990
(MOOLGAVKAR & KNUDSON, 1981; WEINBERG, 1989; HARRIS, 1991; LOEB,
1991; HIROHASHI, 1998; ZINGG & JONES, 1997; MINAMOTO et al., 1999; REED,
1999), varios dados sobre o comportamento celular no processo da tumorigénese foram
obtidos, porém de forma densa e complexa. Hanahan e Weinberg publicaram no ano

2000 os “hallmarks” do céancer, onde foram enumeradas seis caracteristicas que eram
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adquiridas pelas células durante o processo de formacdo do tumor, com o objetivo de
facilitar o acesso ao conhecimento adquirido nas décadas passadas e o entendimento
sobre as modificacOes celulares observadas no cancer (HANAHAN & WEINBERG,
2000).

A primeira caracteristica € a manutencédo da sinalizacao proliferativa. As células
cancerigenas continuam a se dividir em situagdes nas quais células normais aguardariam
em repouso por uma sinalizagdo quimica. A segunda é o crescimento, apesar dos
supressores de crescimento emitirem sinais de parada pelas células adjacentes que estdo
sendo comprimidas pela expansdo do tumor. A terceira é a evasao de mecanismos de
morte celular programada. Em células saudaveis, um dano genético em um nivel critico,
geralmente ativa 0s mecanismos apoptoticos, todavia, as células tumorais ignoram esses
comandos. A quarta é a habilidade para estimular a angiogénese, estimulado por sua
necessidade de oxigénio e nutrientes, levando a formacéo de novos vasos sanguineos. A
quinta caracteristica é o potencial replicativo infinito. Uma cultura de células humanas
normais para de se dividir apos 50 a 70 gera¢des, enquanto as células malignas agem
manipulando seus teldmeros, forcando o limite reprodutivo. A sexta propriedade é a
habilidade de invadir um tecido préximo e produzir metastase, se espalhando por outros
6rgdos, o que da aos tumores malignos seu carater letal (HAHN & WEINBERG, 2002).

Estudos realizados na Ultima década permitiram que Hanahan e Weinberg, em
2011, adicionassem duas novas caracteristicas na lista anteriormente proposta, a
reprogramacdo do metabolismo energético e evasdo da destruicdo pelo sistema
imunologico. Além disso, também sugeriram duas outras caracteristicas intrinsecas da
neoplasia que facilitam a aquisicdo de todos os 8 “hallmarks” sugeridos. A mais
proeminente delas é o desenvolvimento de instabilidade gendmica, a qual gera mutacoes
aleatdrias incluindo rearranjos cromossdmicos; entre estas estdo as mudancgas genéticas
raras que podem orquestrar a aquisicdo desses tracos tumorais. A segunda caracteristica
habilitada nestas células envolve o estado inflamatério das lesdes pré-malignas e
fracamente malignas que € dirigido pelas células do sistema imune, algumas das quais
servem para promover a progressdo tumoral. (HANAHAN & WEINBERG, 2011).
Todas essas dez caracteristicas apresentadas pelas células tumorais podem ser

observadas na Figura 7.
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Figura 7. As dez capacidades adquiridas do cancer propostas por Hanahan e Weinberg (Adaptado de
HANAHAN & WEINBERG, 2011).

1.3.1 Cancer de Mama

Em todo o mundo, o cancer de mama (CM) ¢ o tipo de neoplasia maligna que
mais acomete as mulheres. O principal fator de risco para 0 CM é o envelhecimento,
porém h& outros fatores de risco bem estabelecidos, como os relacionados a vida
reprodutiva da mulher (menarca precoce, primeira gestacdo ap6s os 30 anos de idade,
uso de anticoncepcionais orais, menopausa tardia e reposi¢cao hormonal) e ao histérico
familiar de céncer de mama, em que frequentemente sdo observadas alteracbes em
genes relacionados a regulacdo, ao metabolismo hormonal e ao reparo de DNA
(BRASIL, 2011, 2014; STUCKEY, 2011; ABDULKAREEM & ZURMI, 2012).

O CM pode ser diferenciado, segundo classificagGes terapéuticas, em trés grupos
principais: ER+, que expressa o receptor de estrogeno (VAN'T VEER et al., 2002);
HER2 aumentado, que possui elevada expressdo do receptor do fator de crescimento
epidermal humano (SLAMON et al., 1987); e triplo negativos, que ndo expressa 0
receptor de estrogeno (ER), progesterona (PR) e nem HER2 (PEROU, 2011). Cada tipo

de tumor de mama apresenta caracteristicas biolégicas Unicas e interage com células
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endoteliais por meio de fatores secretados e diretamente pelo contato célula-a-célula
(FOLKMAN, 2006). Essas variacOes nas caracteristicas moleculares de um mesmo tipo
de cancer mostraram a importancia de se tomar medidas preventivas ou definir
tratamentos levando em consideracdo as caracteristicas individuais (WACHOLDER et
al., 2010).

O cancer de mama € o tipo de neoplasia responsavel pela maior mortalidade na
populacdo feminina brasileira, apesar de apresentar bom progndstico quando
diagnosticado em fase inicial. A elevada taxa de mortalidade é causada, principalmente,
pelo diagnostico tardio da doenca, a falta de acesso aos instrumentos de diagnostico e
devido a falta de politicas de prevencdo (TONANI & CARVALHO, 2008; LEE et al.,
2012, BRASIL, 2014, WHO, 2015).

A sobrevida associada aos pacientes com CM nas ultimas quatro décadas vem
aumentando nos paises desenvolvidos, sendo atualmente de 85% em cinco anos,
enquanto que nos paises em desenvolvimento, esta taxa permanece com valores entre
50% e 60% (INCA, 2014).

O tratamento do cancer de mama baseia-se principalmente na cirurgia, na
quimioterapia, na radioterapia e na terapia hormonal. A cirurgia é uma das principais
modalidades para tratamento e controle do cancer (PURUSHOTHAM et al, 2012,
RUITERKAMP & ERNST, 2011). Os procedimentos cirdrgicos, ainda que eficazes em
inimeros casos diagnosticados na fase inicial, muitas vezes falham por nao ser possivel
fazer a retirada total ou mesmo parcial do tumor, além de apresentarem riscos de
seqlielas fisicas e emocionais pos-operatorias.

A realizacdo de radioterapia apds a cirurgia diminui a recorréncia local do
tumor, uma vez que elimina as células tumorais microscopicas remanescentes. Embora
as células neoplasicas sejam mais susceptiveis ao tratamento radioterapico, as células
normais adjacentes ao tecido tumoral também sdo danificadas, levando a diversos
efeitos colaterais, como fibroses, danos vasculares, cardiacos e pulmonares (MALAS
ORUC et al., 2004; PIERCE, 2005; NILSSON et al., 2011) posteriores ao tratamento
radioterapico, além do desenvolvimento de céanceres induzidos pela radioterapia
(MAUGHAN et al., 2010; SCHNEIDER et al., 2011).

A quimioterapia ¢ um dos tratamentos sistémicos mais utilizados no combate ao
cancer e tem sido crescente o0 seu uso em combinacdo com duas ou mais drogas. Dentre
as drogas mais utilizadas no tratamento do cancer de mama metastatico, encontram-se

os taxanos (Paclitaxel) e as antraciclinas (Adriamicina e Doxorrubicina). Entretanto,
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assim como a radioterapia, a quimioterapia é inespecifica, causando danos nao so as
células tumorais, mas também as células normais (FENG & CHIEN, 2003).

J& a terapia hormonal envolve o uso de inibidores enziméaticos, como 0s
inibidores da aromatase, que blogueiam a conversdao de hormonios androgénicos em
estrégeno, e de moduladores de receptores hormonais, como o tamoxifeno, que é
utilizado para modular o efeito do estrdgeno (LI et al., 2009; PUHALLA et al, 2012).
Contudo, a terapia hormonal s6 é efetiva contra tumores que apresentam receptores
hormonais. Além disso, assim como as outras terapias, apresenta efeitos colaterais,
como o risco aumentado de cancer de endométrio em mulheres acima de 50 anos e as
ocorréncias de trombose venosa profunda e de embolia pulmonar (TANAKA et al.,
2009; ABDULKAREEM & ZURMI, 2012).

Ja a terapia com produtos biotecnoldgicos tem sido muito utilizada. O
trastuzumab (Herceptin®), um anticorpo monoclonal que se liga seletivamente ao HER-
2, que é superexpresso em 20 a 30% dos tumores de mama nos Estéagios | e Il e que esta
relacionada a um pior prognostico. O tratamento com trastuzumab é combinado com a
terapia hormonal e com o uso de quimioterapicos, sendo capaz de aumentar a sobrevida
dos pacientes. Entretanto, esta combinacdo esta relacionada ao aparecimento de
toxicidade cardiaca (MAUGHAN et al., 2010; HARBECK, 2011; PEGRAM & LIAO,
2012).

As diversas desvantagens apresentadas pelas terapias convencionalmente
empregadas no tratamento do céancer tém estimulado a busca por novos alvos
terapéuticos nos varios subtipos moleculares de cancer de mama, visando a melhoria
nos diagndsticos e a utilizacdo de terapias cada vez mais individualizadas, para que
dessa forma seja possivel alterar o resultado final da doenca (EISENBERG &
KOIFMAN, 2001; VIEIRA et al., 2008; TONANI & CARVALHO, 2008; TRUFELLI
et al., 2008,).

1.3.2 Cancer de Préstata

O cancer de prostata (CP) é a segunda neoplasia mais frequente em
homens no mundo (GLOBOCAN, 2012) e também no Brasil (INCA, 2014).
Dados da Organizagdo Mundial da Saude indicam que no ano de 2012 surgiram
1,1 milhGes de novos casos de cancer de prostata, o que representa 15% da
incidéncia total de canceres em homens (GLOBOCAN, 2012). A taxa de
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incidéncia do CP no mundo é cerca de 2 a 5 vezes maior em paises desenvolvidos
(JEMAL et al., 2011), o que representa cerca de 70% dos casos deste tipo de cancer
(GLOBOCAN, 2012). Estas taxas sdo resultantes de uma grande varia¢do de fatores
de risco e praticas de diagnosticos aplicadas nesses paises (JEMAL et al., 2011).

Desde a década de 60, observa-se um aumento progressivo na incidéncia de CP
(GOMES et al., 2008) e atualmente essa taxa varia em cerca de 25 vezes entre
0s paises do mundo, devido a ampla utilizacdo do teste do antigeno prostatico
especifico (PSA) e pela utilizacdo de bidpsia. Em contraste, a taxa de
mortalidade no mundo varia cerca de 10 vezes (FERLAY et al., 2010). Estima-
se 307 mil 6bitos devido ao CP no ano de 2012, representando 6,6% dos casos
de morte por cancer em homens (GLOBOCAN, 2012).

Para o ano de 2014, foi estimado o surgimento de 68.800 novos casos de
cancer de prostata somente no Brasil (INCA, 2014). Esse nimero representa um
aumento de 6.000 novos casos em comparagdo ao previsto para o ano de 2012
(INCA, 2011). As regides de maior frequéncia de novas incidéncias do cancer
de prostata no pais sdo Sudeste, Sul e Centro-Oeste com cerca de 35.980,
12.830 e 4.580 novos casos, respectivamente (INCA, 2014).

Os fatores de risco mais consolidados para o desenvolvimento do cancer de
préstata sdo a idade avancada, o historico familiar, raca negra, dieta, estilo de vida e 0s
niveis de andrégeno (NELSON et al., 2003; Hoffman, 2011; RICKE et al., 2012;
SFANOS e DE MARZO, 2012). Como componentes hereditarios e ambientais estdo
fortemente envolvidos na formacgdo do cancer de prdstata, em paises como os Estados
Unidos, onde é adotada uma dieta rica em carnes e gordura animal, com pouca ingestdo
de verduras e frutas (DE MARZO, 2007) encontra-se um dos maiores indices de
incidéncia e mortalidade para este tipo de cancer (GLOBOCAN, 2012).

O diagndstico envolve varias etapas: 0 rastreamento por meio da dosagem de
PSA no sangue, o exame retal e a biopsia da glandula, esta ultima é considerada o
exame diagnostico definitivo (OTTLEY & GOLD, 2012).

Nesse sentido, é importante que o rastreamento do CP seja realizado por meio de
avaliacGes anuais iniciadas a partir dos 50 anos (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
UROLOGIA, 2011). Para pacientes que possuem fatores de risco sdo recomendadas
avaliagdes iniciadas aos 40 anos (BANTIS & GRAMMATICOS, 2012; CAMPOS et
al., 2011; SOCIEDADE BRASILEIRA DE UROLOGIA, 2011; SROUGI et al., 2008).
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A maioria dos CPs ¢ classificada como adenocarcinomas. Esses tipos de tumores
caracterizam-se histologicamente pela auséncia de células basais e pela proliferacdo
descontrolada de células tumorais com caracteristicas de células luminais, incluindo a
formacdo glandular e a expressdo de andrdgenos e de antigeno prostatico especifico
(PSA) (CHEN, et al, 2012).

O CP possui prognostico variavel. Em alguns homens manifesta-se com alto
grau de agressividade e letalidade, enquanto em outros ndo apresenta manifestacoes
clinicas (BRITO & MORAIS, 2012; SANTOS et al., 2010; SROUGI et al., 2008). Na
maioria dos casos 0 cancer apresenta-se restrito a prostata, sendo necessario até quinze
anos para que o tumor alcance 1cm?, correspondendo a aproximadamente 80% dos
casos. Em 20% dos casos ocorre a forma letal, metastatica e agressiva. A prostatectomia
(remocdo cirdrgica da préstata e alguns linfonodos proximos a regido) e a radioterapia
sdo os tratamentos mais utilizados nos estagios iniciais da neoplasia. Para o0s estagios
avancados do cancer de prostata, € indicada a terapia local definitiva combinada com
radioterapia e/ou terapia hormonal de privacdo androgénica, porém sua eficicia é
limitada (HOFFMAN, 2011; OTTLEY & GOLD, 2012; WILT & AHMED, 2013).

Embora inicialmente todos os pacientes respondam a terapia de privacdo de
androgenos, uma taxa elevada desses pacientes apresentam recidiva com crescimento
tumoral resistente a terapia (DUTT & GAO, 2009). Em alguns casos, o crescimento
tumoral independente de andrégeno desencadeia um processo inflamatério com
recrutamento de células do sistema imune (AMMIRANTE et al., 2010). Apesar desta
resposta indesejada, a privacdo de andrégenos permanece como a terapia mais eficaz
contra o cancer de prostata avancado, levando a morte das células cancerosas e a queda
de 90% dos niveis de PSA enddgeno do paciente (HARRIS et al., 2009).

Quando o tumor ndo responde a terapia hormonal inicial, é indicada terapia
antineoplasica sistémica para cancer de préstata metastatico, a qual tem resposta clinica
muito limitada e ainda dispde de poucas alternativas e quimioterapicos disponiveis.

O rastreamento precoce torna-se decisivo na reducdo das taxas de mortalidade,
além de ser fundamental para o controle da progressdo do cancer, que ao originar
metastases, é considerado incuravel (EL BAROUKI, 2012; GABRIOTTI et al., 2011;
NASCIMENTO et al., 2010; PAIVA et al., 2011; ROUS, 2010).
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1.3.3 Cancer do Colo do Utero

O céncer do colo do Utero (CCU) é a segunda neoplasia maligna mais comum
entre as mulheres brasileiras e a quarta causa de morte por cancer nesta populacédo
(BRASIL, 2007). A causa primaria do CCU ¢ a infeccao pelo Papiloma Virus Humano
(HPV). Mais de 100 gendétipos deste virus ja foram catalogados, sendo que os dois tipos
mais oncogénicos sdo o HPV16 e o HPV18 — atualmente preveniveis por vacinas
(NADAL & MAZIONE, 2006). Juntos, sdo responsaveis por mais de 70% dos CCU,
por cerca de 50% das lesdes de alto grau e por 16-32% das lesbes cervicais de baixo
grau (CLIFFORD et al., 2005; BRASIL, 2006; NADAL & MAZIONE, 2006).

Os fatores de risco relacionados a oncogénese cervical sdo divididos em dois
grandes grupos: os documentados experimentalmente e os clinicos ou epidemiologicos.
Dentre os classificados no primeiro grupo, citam-se os fatores imunologicos (resposta
imune local e humoral), a associagdo com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS), os fatores genéticos (como o polimorfismo da proteina p53), o tabagismo e o
uso prolongado de contraceptivos orais (OLIVEIRA et al., 2003, PINHO et al., 2003).
No que se refere aos fatores de risco clinicos ou epidemioldgicos, destaca-se o inicio
precoce da atividade sexual, a multiplicidade de parceiros, a baixa escolaridade e renda,
0 histérico de Doenga Sexualmente Transmissivel (DST), a obesidade e a distribuicdo
da gordura corporal, traduzindo mais uma vez a possivel relacdo hormonal com os
tumores glandulares (LACEY et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2003; PINHO et al., 2003;
CRUZ et al., 2008). A faixa etaria das mulheres mais acometidas se encontra entre 35 e
59 anos, podendo, todavia, ocorrer em mulheres ainda na fase da adolescéncia (CRUZ
et al., 2008).

Esta neoplasia € uma afeccdo progressiva sendo caracterizada por alteracdes
intra-epiteliais cervicais, que podem se desenvolver para um estagio invasivo ao longo
de uma a duas décadas. Possuindo etapas bem definidas e de lenta evolugdo, o CCU
permite a interrupcdo de seu desenvolvimento a partir de um diagndstico precoce e
tratamento oportuno a baixos custos. Dentre todos os tipos de cancer, é o que apresenta
um dos mais altos potenciais de cura, chegando perto de 100%, quando diagnosticado
precocemente e podendo ser tratado em nivel ambulatorial em cerca de 80% dos casos
(BRASIL, 2006; DUAVY et al., 2007).

A prevencdo priméria do CCU estd intimamente relacionada a prevengdo da

infeccdo pelo HPV, apresentando desafios maiores do que a prevencdo da maioria das
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outras doencgas sexualmente transmissiveis. A infeccdo pelo HPV é geralmente
assintomaética e facilmente transmissivel. Enquanto existem tratamentos para as lesdes
verrucosas nos genitais externos causadas por alguns tipos de HPV, ndo ha tratamento
para eliminar a infecccdo persistente, responsavel pelo desenvolvimento da neoplasia. A
recomendacdo do uso de preservativos e reducdo do nimero de parceiros sexuais pode
ajudar as mulheres a reduzir a chance de contaminacgdo pelo virus, mas o grau em que
esta medida afeta a incidéncia do CCU na populagdo como um todo ainda néo pode ser
determinada (BRASIL, 2006; PATH, 2000).

No Brasil, a principal estratégia utilizada para detec¢do precoce do CCU ¢é a
realizacdo do exame citopatoldgico, conhecido popularmente como exame de
Papanicolau. A periodicidade de sua realizacdo, estabelecida pelo Ministério da Salde,
estd em acordo com as recomendacdes dos principais programas internacionais
(BRASIL, 2006). Além da possibilidade de cura, o tratamento da neoplasia em sua
etapa pré-invasora, apresenta um menor custo quando comparado ao custo do
tratamento do cancer em seu estagio invasivo (BRENNA et al., 2001; PATH, 2000).

Uma abordagem mais promissora para a prevencao primaria sdo as vacinas
contra 0 HPV. No Brasil estdo liberadas para uso a vacina bivalente, que protege contra
os tipos 16 e 18, e a quadrivalente, contra os tipos 6, 11, 16 e 18. Os dados obtidos de
pesquisas até 0 momento sdo encorajadores, mas muito ainda necessita ser esclarecido,
principalmente quanto ao custo-efetividade e seguranca de programas de vacinacao
(PATH, 2000; NADAL & MANZIONE, 2006; ELUF NETO, 2008; BRASIL, 2009).

A escolha da terapia mais apropriada e a formulacdo do progndéstico para uma
paciente com cancer sao feitas com base no conhecimento clinico sobre a extensdo da
doenca e seu comportamento bioldgico. Para os carcinomas cervicais, a histerectomia e
a radioterapia constituem os métodos terapéuticos mais utilizados. Carcinomas cervicais
in situ sdo tipicamente tratados com conizacdo (remoc¢do de um fragmento do colo do
Utero) ou histerectomia simples (retirada do Utero). O emprego da radioterapia no
tratamento das neoplasias do colo uterino é fundamental por sua eficicia terapéutica,
considerando a alta incidéncia da doenca (STEHMAN et al., 2003).
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2. JUSTIFICATIVA

Novas estirpes de Bacillus thuringiensis sdo procuradas em todo o mundo,
visando o aumento de biomoléculas disponiveis para o0 uso comercial. No Brasil, ndo ha
relatos de pesquisas com toxinas Parasporina, sendo importante o inicio de pesquisas
nessa area, tendo em vista o grande nimero de isolados brasileiros de Bt armazenados
em cole¢des, com potencial de producgdo destas toxinas. A Embrapa Recursos Genéticos
e Biotecnologia possui uma colecdo de Bacillus spp. que conta com aproximadamente
2.500 isolados.

O céncer esta relacionado como o principal causador de morte em paises
economicamente desenvolvidos e como a segunda principal causa de morte nos
paises em desenvolvimento. Uma varredura na colecdo de Bacillus spp. a fim de
identificar possiveis estirpes produtoras de Parasporina mostra-se de suma importancia
para a busca de ativos e valoragdo dos recursos genéticos microbianos brasileiros, bem
como identificacdo de novas moléculas que acarretem menos efeitos adversos para o

tratamento do cancer.
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Identificar e caracterizar a producdo de proteinas da familia Parasporina
em isolados de Bacillus thuringiensis e testar sua toxicidade contra linhagens

de células tumorais.

3.2 Objetivos Especificos

e Identificar estirpes de Bt que possuam genes parasporina;

e Analisar o perfil proteico dos cristais produzidos pelas estirpes
selecionadas;

e Avaliar a ultraestrutura dos cristais produzidos pelas estirpes
selecionadas;

e Determinar a citotoxicidade das toxinas selecionadas sobre células
tumorais e ndo tumorais;

e Analisar as células tumorais quanto a sua morfologia e migracdo, apos

tratamento com as proteinas Parasporina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Estirpes de Bt e condi¢des de cultivo

As estirpes utilizadas nesse estudo pertencem a colecdo de Bacillus spp. da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (MONNERAT et al., 2001). As bactérias
armazenadas nesta colecdo sdo caracterizadas quanto a presenca de genes e proteinas
Cry e quanto a toxicidade para insetos pertencentes as ordens Lepidoptera, Diptera e
Coleoptera. Foram selecionadas aleatoriamente 269 estirpes do banco para varredura
inicial a procura de genes parasporina (Tabela 2). As cepas de Bt foram cultivadas em
meio EMBRAPA (MONNERAT et al, 2007), a 28°C, sob agitacdo a 200 rpm, em
placas de EMBRAPA-agar a 30°C, por 15-16 h ou LB-agar (SAMBROOK et al., 2001).

Tabela 2. Estirpes de Bacillus thuringiensis testadas, sorotipo e local de isolamento.

Estirpe Sorotipo Local de Estirpe Sorotipo Local de
Isolamento Isolamento
S18 indiana MS S188 Ns PE
S34 thuringiensis ES S192 Ns PE
S62 tolworthi SC S198 Ns PE
S66 tolworthi SC S202 tochigiensis MT
S67 tolworthi SC S222 israelensis SP
S75 tolworthi GO S253 tochigiensis BA
S76 kurstaki GO S256 Ns BA
S80 Ns GO S261 Ns PA
S89 israelensis Franca S264 Ns PA
S90 tolworthi MG S273 Ns PA
S93 kurstaki MG S274 Ns PB
S95 Ns MG S284 Ns BA
S97 Ns MG S292 Ns BA
S98 Ns MT S298 Ns BA
S109 kenyae MS S301 Ns BA
S121 kurstaki SP S308 Ns PE
S128 kurstaki Franca S316 Ns RR
S130 morrisoni EUA S346 Ns RR
S135 Ns MG S377 Ns GO
S141 tohokuensis MG S383 Ns GO
S151 Ns MG S385 Ns GO
S154 silo SP S396 Ns PR
S165 israelensis RR S398 Ns PR
S170 Ns RR S403 Ns PR
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S175
Estirpe

S430
S435
S445
S446
S454
S456
S458
S459
S479
S484
S497
S502
S505
S506
S508
S512
S513
S521
S533
S538
S546
S550
S552
S570
S583
S597
S599
S601
S603
S604
S605
S606
S607
S608
S609
S610
S611
S612
S615
S616
S617
S618
S619
S655
S668
S675

Ns
Sorotipo

Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
entomocidus
Ns
tolworthi
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
kurstaki
Ns
Ns
kurstaki
Ns
galleriae
kenyae
thuringiensis
kurstaki
kurstaki
kurstaki
kurstaki
kurstaki
fukuokaensis
kurstaki
kurstaki
kurstaki
darmstadiens
sotto
aizawai
kenyae
thuringiensis
sooncheon
alesti
Ns
Ns

BA
Local de
Isolamento

TO
MG
GO
GO
BA
BA
RS
RS
MT
MA
PA
MT
DF
DF
MT
SP
SP
RJ
PE
ES
DF
MS
MT
SC
RR
DF
MS
SP
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
SE
GO

S412
Estirpe

S687
S690
S699
S700
S701
S707
S709
S711
S714
S723
S725
S728
S745
S757
S764
S779
S780
S802
S808
S813
S845
S873
S874
S891
S906
S907
S908
S932
S934
S957
S958
S984
S1053
S1090
S1120
S1121
S1122
S1125
S1129
S1166
S1167
S1168
S1170
S1172
S1173
S1174

Ns
Sorotipo

Ns
Ns
kurstaki
ostriniae
kurstaki
Ns
Ns
japonensis
Ns
Ns
japonensis
thuringiensis
Ns
Ns
kurstaki
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
israelensis
galleriae
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
tenebrionis
Ns
Ns
muju
darmstadiens
argentiniensis
muju
kurstaki
muju
muju

Argentina
Local de
Isolamento

RO
RO
AM
AM
AM
AL
AL
PE
AP
CE
DF
PA
SP
SC
SC
MS
AM
ES
PE
RS
BA
SC
BA
MG
PR
PR
PR
PB
PB
MT
MT
DF
RR
AP
AC
AC
Argentina
AP
RR
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
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S685
Estirpe

S1178
S1179
S1180
S1182
S1184
S1185
S1186
S1187
S1188
S1189
S1190
S1191
S1192
S1201
S1202
S1203
S1204
S1205
S1207
S1208
S1209
S1225
S1251
S1256
S1257
S1258
S1259
S1260
S1261
S1262
S1263
S1264
S1266
S1267
S1268
S1269
S1270
S1271
S1282
S1283
S1284
S1285
S1287
S1288
S1291
S1292

Ns
Sorotipo

xianguongies
muju
muju
muju
darmstadiens
entomocidus
kurstaki
kurstaki
kurstaki
kurstaki
kurstaki
kurstaki
sotto
kurstaki
kurstaki
kurstaki
sotto
kurstaki
selouensis
kurstaki
kurstaki
Ns
Ns
sotto
aizawai
kurstaki
thuringiensis
galleriae
kenyae
ostriniae
sotto
kurstaki
entomocidus
finitimus
alesti
thuringiensis
entomocidus
canadensis
israelensis
israelensis
israelensis
israelensis
israelensis
israelensis
israelensis
israelensis

ES
Local de
Isolamento

Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina

BA
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina
Argentina

SE

BA

SP

SP

SP

SP

SP

SP

SP

SP

SP

SP

SP

SP

SP

SP

SP

SP

SP

SP

SP

SP

SP

SP

SP

S1176
Estirpe

S1294
S1295
S1296
S1297
S1298
S1299
S1300
S1301
S1302
S1303
S1304
S1305
S1308
S1312
S1314
S1316
S1328
S1334
S1336
S1338
S1340
S1342
S1365
S1367
S1376
S1387
S1450
S1451
S1456
S1457
S1499
S1503
S1504
S1530
S1562
S1563
S1576
S1692
S1702
S1703
S1704
S1722
S1785
S1791
S1806
S1850

kurstaki
Sorotipo

israelensis
aizawai
alesti
sotto
galleriae
galleriae
kurstaki
morrisoni
morrisoni
tolworthi
tolworthi
sotto
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
pakistani
Ns
Ns
Ns
kurstaki
Ns
entomocidus

kumamotoensis

Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
aizawai
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns
Ns

Argentina
Local de
Isolamento

SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
SP
Pl
Pl
Pl
Pl
CE
RN
RN
RN
RN
CE
MA
MA
MA
MG
EUA
DF
Argentina
Argentina
AC
RO
RS
Brasil
AM
AM
México
MG
Colémbia
Coldmbia
Colémbia
Brasil
DF
DF
MG
DF
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S1293 israelensis SP S1878 Ns SP

Estirpe Sorotipo Local de Estirpe Sorotipo Local de

Isolamento Isolamento
S1888 Ns DF S2193 Ns -
S1905 Ns DF S2195 Ns -
S1936 Ns Brasil S2205 canadensis Inglaterra
S1960 Ns RJ S2209 Ns -
S1983 Ns Brasil S2210 Ns -
S1989 israelensis EUA S2211 Ns -
$1992 Ns TO S2212 Ns -
S1997 Ns TO S2302 Ns AM
S2005 Ns TO S2394 Ns -
S2016 Ns DF S2395 Ns -
S2020 Ns DF S2396 Ns -
S2032 Ns - S2492 Ns -
S2035 Ns - S2493 Ns -
S2036 Ns - S2494 Ns -
S2037 Ns - S2495 Ns -
S2038 Ns -

(Ns) Nao sorotipada, ( - ) Origem indeterminada.

4.2 Cultivo de linhagens celulares de mamiferos

Para avaliacdo da atividade antitumoral das proteinas de B. thuringiensis,
as linhagens celulares de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231, foram
obtidas do banco de células do Rio de Janeiro. As células de cancer de prostata,
DU145, foram cedidas pelo Professor Sergio Verjovski do Departamento de
Quimica da Universidade de Sdo Paulo. A linhagem HelLa de cancer do colo do
utero, foi cedida pelo professor Luiz Kanzak, da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade de Brasilia. A linhagem de fibroblasto de polpa
dentaria humana saudavel foi cedida pelo Departamento de Genética e
Morfologia, pertencente ao Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia.

Todas as linhagens, exceto MDA-MB-231, foram cultivadas em meio de
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Gibco - Life Technologies -
Carlsbad, CA, EUA), sendo mantidas em estufa com 5% de CO2, a 37°C. As
células MDA-MB-231 foram cultivadas em meio Leiobovitz L15 (Sigma-
Aldrich - St. Louis, MO, EUA), na auséncia de CO2, a 37°C. Ambos 0s meios
foram suplementados com 10% de soro fetal bovino inativado (Gibco - Life
Technologies - Carlsbad, CA, EUA) e antibiético-antimicético (10.000
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unidades/mL de penicilina, 10.000 pg/ml de estreptomicina e 25 pg/ml de
Fungizone®) (Gibco - Life Technologies - Carlsbad, CA, EUA).

4.2.1. Descongelamento de celulas

Todas as linhagens celulares utilizadas encontravam-se em criotubos
conservados e estocados em freezer a -80°C ou nitrogénio liquido. Para se dar inicio a
cultura, criotubos contendo cada uma das linhagens foram retirados dos estoques e
descongelados a 37°C. Apo6s o descongelamento, as células foram transferidas para tubo
esteril de polipropileno de 15 mL contendo 5 mL de meio de cultura e centrifugados por
5 minutos a 2.000 x g. Apo6s centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado, e o
precipitado de células foi ressuspenso em 5 mL de meio de cultura e colocado em

garrafa para cultura celular de 25 cm?, e incubado em estufa a 37°C.

4.2.2. Passagem de células

A passagem das células foi feita sempre que as células atingiam confluéncia
proxima a 90%. Os meios de cultura foram descartados das garrafas, sendo estas
lavadas brevemente com 5 mL PBS 1X (137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCI, 10 mM de
Na:HPOs, 2 mM de KH:POs — pH 7,4). Apds lavagem, o PBS foi descartado e
adicionou-se em cada garrafa 1 mL da solucdo tripsina-EDTA 1X (0,25% de tripsina e 1
mM de EDTA) (Gibco — Life Technologies - Carlsbad, CA, EUA). As células foram
incubadas em estufa a 37°C por 3 minutos ou até que soltassem das placas, conforme
acompanhado em microscopio éptico invertido. Para neutralizar o efeito da tripsina
sobre as células, foram adicionados a cada garrafa 2 mL do meio de cultura. As células
foram ressuspensas, transferidas para um tubo estéril de poliprepileno de 15 mL e
centrifugadas a 2.000 x g por 5 minutos. Os sobrenadantes foram descartados e o0s
precipitados resuspensos em 1 mL dos respectivos meios de cultura. Apds este
procedimento, transferiu-se a quantidade desejada de células para as placas de cultura,
que tiveram seu volume completado para 5 mL com o meio de cultura adequado e
foram, em seguida, acondicionadas em estufa. As passagens de células foram realizadas
a fim de atingir uma confluéncia e quantidade de células adequadas para que fossem

realizados os tratamentos com as toxinas de Bt.

48



4.3 Extragéo de DNA de Bacillus thuringiensis

O DNA total das estirpes foi extraido pelo método rapido descrito por Bravo e
colaboradores (BRAVO et al., 1998) com as seguintes modificagdes. Apos crescimento
da bactéria em placa de meio EMBRAPA-agar por 16h, colénias foram retiradas com
uma algca de cromo-niquel e adicionadas a 200uL de agua deionizada em tubo de
polipropileno de 1,5 mL. Os tubos foram colocados em freezer -80°C por 20 minutos.
Apds o congelamento, os tubos foram colocados em &gua fervente (100°C) por 10
minutos para lisar as células. Apds o choque térmico, as células foram centrifugadas a
15.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi colocado em novo tubo para ser usado
nas reacoes de PCR.

4.4 Desenho dos iniciadores

Iniciadores especificos para a amplificacdo dos genes parasporina foram
desenhados com o auxilio do programa Vector NTI Advance 10 (Invitrogen) e do
software Primer3Plus (UNTERGASSER et al., 2007). Os iniciadores foram desenhados
para anelar internamente na sequéncia dos genes-alvo, de acordo com as sequéncias
depositadas no GenBank (NCBI, 2013).

4.5 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Os ciclos de temperatura consistiram de desnaturacdo inicial a 94°C/5 minutos,
seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C/1 minuto, anelamento a 55°C/1 minuto e
extensdo a 72°C/1 minuto, seguidos de extenséo final a 72°C/5 minutos.

Foram adicionados 5 pl do sobrenadante obtido da extracdo de DNA (20 ng) a
mistura de PCR contendo tampdo de Taqg DNA Polimerase 1X, 0,2 mM dNTP
(Invitrogen), 1,5 mM MgCl,, 0,2 pM de cada iniciador (“foward” e “reverse”) e 1
unidade de Tag DNA Polimerase (Invitrogen), no volume final de 30pl.

A amplificacdo foi realizada em termociclador TC-412 (TECHNE). O sucesso
da amplificacdo do DNA foi verificado por eletroforese em gel de agarose a 1,5%
(SAMBROOK et al., 2001). Apos a corrida, o gel foi corado com brometo de etideo
diluido em agua na concentragdo de 1 pg/ml por 20 minutos, e descorado em &agua
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destilada por 10 minutos. Por fim, o gel foi visualizado e fotodocumentado em

fotodocumentador Gel Logic 212 PRO (Carestream).

4.6 Solubilizacéo e ativacao das toxinas a partir dos cristais

As culturas de Bt esporuladas apos cultivo por 72h, foram centrifugadas a
10.000 x g por 10 minutos. O precipitado foi ressuspenso em tampao contendo 100mM
de Na2COsz (pH 10,2), e sonicado em pulsos de 1 min “ON”/1 min “OFF”, 3 vezes.
Ap0s sonicacdo, as proteinas foram incuubadas sob agitacdo (50 RPM), a 37°C por 12h.
Posteriormente, as pré-toxinas foram centrifugadas a 10.000 x g por 10 minutos, e 0
sobrenadante foi dialisado em tampdo PBS 0,5X gelado, pH 7,4 com membrana de
dialise Spectra/Por® MWCO 12.000 — 14.000 (Thomas Scientific) por 16h. Apoés
diélise, as proteinas foram ativadas com proteases. Estirpes positivas para Parasporina 1
foram tratadas com tripsina (0,3 mg/ml) a 37°C por 1h, enquanto estirpes postivas para
Parasporina 3 foram tratadas com proteinase K (10 pg/ml) a 37°C por 1h. A reacdo foi
interrompida com 1 mM de PMSF. As proteinas ativas foram liofilizadas (liofilizador
Christ, modelo Alpha 2-4 LD plus), ressuspensa em meio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) contendo 10% de soro fetal bovino e filtradas em membrana de
PVDF de 0,22um (Millipore). A quantificacdo das proteinas foi feita pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976).

4.7 Analise do perfil proteico por SDS-PAGE

As proteinas totais solubilizadas, tanto a pro-toxina (sem tratamento com
proteases) quanto a toxina (proteinas ativadas com proteases) foram analisadas através
de gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE 12%), como descrito (LAEMMLI &
FAVRE, 1973).

Foram aplicados 15 pL de cada amostra no gel (50ug de proteina), que foi
corado em solucdo corante de Azul de Comassie (40% metanol, 10% &cido acético e
0,1% de Azul de Comassie)
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4.8 Caracterizacdo morfologica por microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As estirpes selecionadas foram caracterizadas também quanto a morfologia de
suas inclusdes cristalinas. Para tal, as estirpes foram cultivadas em 15mL de meio
EMBRAPA por 72h para que atingissem mais de 90% de esporulagdo. O meio com o
cultivo foi transferido para tubo de polipropileno de fundo conico de 50mL e congelado
a -80°C por 6 horas. Apoés congelamento, as amostras foram liofilizadas (liofilizador
Christ, modelo Alpha 2-4 LD plus) por 48h. O produto da liofilizacdo foi depositado
sobre suportes metalicos (stubs), previamente preparados com fita de carbono para a
anélise de microscopia. As amostras foram metalizadas com ouro pelo periodo de 90
segundos, utilizando-se metalizador EMITECH modelo K550 e observadas em

microscopio eletrénico de varredura Zeiss modelo DSM 962.

4.9 Detec¢io de p-exotoxinas

A possivel presenca de [-exotoxinas termoestaveis nas estirpes de B.
thuringiensis positivas para 0s genes parasporina foi avaliada usando larvas do
mosquito Aedes aegypti. Uma aliquota do sobrenadante da cultura esporulada de Bt
(crescida por 72h, 28°C e 200 RPM) foi autoclavada, resfriada e adicionada as larvas de
inseto em copo descartavel de 50 mL com agua destilada (na propor¢do de 1/10). Outra
aliquota do sobrenadante nao autoclavado foi imediatamente adicionada as larvas de A.
aegypti. Foram utilizadas 10 larvas por tratamento, e os tratamentos foram feitos em

triplicata. A porcentagem de mortalidade foi registrada 24 horas apds inoculagéo.

4.10 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade das linhagens celulares utilizadas foi determinada por ensaio
de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) segundo as
recomendages do fabricante. Foram semeadas 3 x 10° células por poco de uma
microplaca de 96 pocos e incubada a 37°C por 24h. Apos sua adesdo, as células foram
tratadas com diferentes concentragcdes de proteina ativada das estirpes positivas para 0s
genes parasporina. Como controles do tratamento, foram utilizados pogos contendo

somente as celulas em meio de cultura e pogos com proteina extraida da estirpe de Bt
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acristalifero IPS78/11. Apo0s o periodo de tratamento (24h), o meio contendo as
proteinas ativadas foi descartado, e adicionou-se 150uL de MTT (0,5mg/mL em meio
de cultura), incubando as células tratadas em estufa a 37°C por 4 horas. Em seguida, a
solucdo de MTT foi desprezada e 200uL de dimetilsulfoxido (DMSQO) foram
adicionados em cada poco para solubilizacdo dos cristais de formazan. As placas foram
avaliadas em espectrofotometro Spectramax M5 (Molecular Devices — USA). A
absorbancia do corante foi medido a 595nm em espectrofotdmetro Spectramax M5
(Molecular Devices — USA), e a taxa de sobrevivéncia foi calculada. Os experimentos
foram realizados em triplicata e em trés experimentos independentes. A porcentagem de
células viaveis foi determinada comparando a densidade celular das células tratadas
com as células controle (em meio de cultura) no mesmo periodo de incubacdo, atraves
da férmula: Viabilidade celular (%) = (OD 595 do tratamento/OD 595 do controle) X
100.

4.11 Célculo para determinacdo da concentracao inibitéria 50 (I1Cso)

Os valores da concentracdo inibitoria 50 (ICso) para a(s) linhagem suscetiveis
foram calculados com base nos resultados obtidos pelo teste de viabilidade celular por
MTT com o tratamento das células por 24h. Para tal, a porcentagem de células viaveis
foi plotada contra a dose de tratamento em escala logaritmica. O célculo foi feito
utilizando-se programa Polo Plus (LeOra Software, Petaluna, CA, USA), através da
analise estatistica de Probit (FINNEY, 1971; ROBERTSON et al., 2002).

4.12 Analise das alteracdes morfoldgicas

As analises das alteracbes morfoldgicas nas células suscetiveis apds tratamento
por 24 horas com as proteinas de Bt foi avaliado por microscopia de luz (Microscépio
Zeiss Axiovert 100) com magnificacdo de 20x e as imagens foram capturadas com o
auxilio do software AxioVision (Zeiss).
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4.13 Ensaio de “Wound Healing”

Para analisar a possivel inibicdo das toxinas de Bt na migracdo celular das
linhagens tumorais suscetiveis, realizou-se o ensaio de “Wound healing”. Foram
plaqueadas 1 x 10° células por poco, em placas de 6 pogos. Apds a cultura atingir a
confluéncia de 90%, foi feito um “risco” no meio do pogo para remover as células da
monocamada, utilizando uma ponteira de micropipeta p200. Essa regido livre de células
sera o local analisado onde estas poderdao migrar. As células foram lavadas com PBS
1X, e foi adicionada a toxina ativada no volume final de 1 mL de meio DMEM. Como
controle utilizou-se somente 1mL de meio de cultura. Para andlise do ensaio, foi
utilizado microscopio de luz (Microscépio Zeiss Axiovert 100) com magnificacdo de
5x. As imagens, o calculo do espacamento entre as células e a normalizacdo dos dados
foram feitos com o auxilio do software AxioVision (Zeiss) em diferentes periodos (Oh,
6h, 12h, 24h e 36h) para acompanhar o comportamento dessas células nas mediac6es do

local “riscado”.

4.14 Bioensaios com insetos-praga

A possivel atividade inseticida das estirpes positivas para 0s genes
parasporina também foi avaliada.

Todos os insetos utilizados nos bioensaios séo oriundos da col6nia de criacdo de
insetos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, onde é feita a criacdo massal
dessas larvas.

As larvas de C. quinquefasciatus e A. aegypti foram criadas, em temperatura de
28 + 4°C, umidade relativa de 70 + 10% e fotoperiodo de 12 horas. A alimentacdo das
larvas foi feita com racdo para gatos (Schmidt et al., 2001)

As lagartas S. frugiperda, A. gemmatalis e P. xylostella foram mantidas a 26 +
2°C, 70 = 10% UR, e fotoperiodo de 14:10 horas (luz:escuro), em dieta artificial para A.
gemmatalis ou S. frugiperda (MONNERAT et al., 2007), ou natural (folhas de repolho)
para P. xylostella (MEDEIROS et al., 2003).
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4.14.1 Bioensaio seletivo contra Culex quinquefasciatus e Aedes aegypti

Para realizagdo do bioensaio seletivo, o procedimento consistiu em adicionar 25
larvas de segundo ou terceiro estagio de cada espécie de mosquito em dois copos
descartaveis de 200 mL contendo 100 mL de &gua destilada. 1mL da cultura bacteriana
cultivada em meio Embrapa por 72h, a 28°C e 200 RPM foi adicionado logo apos os
insetos. Foram feitas duas repeticGes para cada estirpe testada, e um copo sem a cultura
foi deixado como testemunha. Apds 24 horas, fez-se a leitura do numero de
sobreviventes, determinando as possiveis estirpes toxicas (MONNERAT & SILVA-
WERNECK, 2001, MONNERAT et al., 2005).

4.14.2 Bioensaio seletivo contra Spodotera frugiperda

Foram distribuidos 35 ul da cultura crescida em meio Embrapa por 72h a 28°C e
200 RPM por pogo (19,8 ul/cm?). Ap6s secagem da cultura bacteriana na dieta, foi
adicionada uma larva de 2° estagio por pogo em 12 pocos de placa de cultura de tecidos
de 24 pocgos. As placas foram fechadas com tampas de acrilico, ligas elasticas e foram
incubadas nas mesmas condicdes de criacdo dos insetos. As larvas ndo foram colocadas
em grupos devido ao seu habito canibal. A primeira leitura foi feita 48 horas ap6s o
inicio do ensaio, juntamente com a troca da dieta, e a segunda e Gltima avaliacdo da
mortalidade foi feita no 7° dia. Foram testadas 12 larvas por tratamento, com duas
repeticoes (MONNERAT et al, 2007).

4.14.3 Bioensaio seletivo contra Anticarsia gemmatalis

Foi distribuida previamente dieta artificial em copo de 50 ml (15,6 ul/cm?) e
adicionados 150 pl da cultura por copo. Ap6s secagem, foram adicionadas 10 larvas de
2° estagio. Os copos foram lacrados com tampa de acrilico, incubados nas mesmas
condigdes de criagdo do inseto. A avaliacdo da mortalidade foi feita como descrito
(MONNERAT et al, 2007). A primeira leitura foi feita 48 horas ap0s inicio do
bioensaio, onde as lagartas foram transferidas para novos copos contendo dieta livre das
estirpes de Bt utilizadas. No quinto dia foi feita a ultima leitura. Foram testadas 10
larvas de A. gemmatalis por tratamento, com duas repeticbes (MONNERAT et al,
2007).
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4.14.4 Bioensaio seletivo contra Plutella xylostella

Para P. xylostella, foram usados pedacos de folhas de repolho (5 cm x 6 cm)
(Brassica oleracea var. acephala) previamente lavado com esponja em agua corrente,
desinfectado em solucdo de hipoclorito 0,5% por 20 minutos e enxaguados em agua
destilada. Na sequéncia, as folhas foram mergulhadas por 10 minutos em suspensdo da
cultura diluida 1:10 em dH2O contendo espalhante adesivo Extravon (30mL/litro). O
espalhante adesivo é adicionado devido a cerosidade das folhas. As folhas foram
penduradas com auxilio de clipes para secar verticalmente em caixas de papeldo com
barbante como suporte. Apds secagem e transferéncia das folhas para placa de Petri
estéril descartavel (90mm x 15mm), foram adicionadas 10 larvas de 2° estagio de P.
xylostella. Foram testadas 10 larvas por tratamento, com duas repeticbes. As placas
foram fechadas com filme de PVC transparente e colocadas sob as mesmas condicdes
de temperatura e umidade da sala de criagdo do inseto. Como controles negativos, foram
utilizadas folhas tratadas com &gua estéril ou PBS, para cada bioensaio. A primeira
avaliacdo da mortalidade foi feita 48 horas ap0s o inicio do ensaio, ocasido em que as
lagartas vivas foram transferidas para folhas novas livres do bacilo. Ao quinto dia, foi
feita a segunda leitura, avaliando-se a mortalidade total das lagartas (MONNERAT et
al, 2007).

4.15 Andlises Estatisticas

As anédlises estatisticas para os testes de viabilidade celular e de “Wound
Healing” foi feita atraves da analise de variancia simples (ANOVA), utilizando o
programa GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Foram

considerados significativos os valores de p menores que 0,05%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenho dos iniciadores

Foram produzidos 5 diferentes iniciadores, um para cada familia de Parasporina

descrita, exceto as parasporinas 4 e 5, onde apenas um iniciador foi desenhado para

ambas (Tabela 3). Esses iniciadores foram testados com o DNA de diferentes estirpes de

Bt e demonstrou especificidade e capacidade de identificar os genes parasporina.

Tabela 3. Iniciadores especificos para os genes parasporina desenhados para utilizacdo em estirpes

de Bacillus thuringiensis.

Gene alvo Sequéncia dos primers (5’ — 3’)*

TGGAATGGCTATGAGTGCTTTA
TACCAAAAGTGCCAGAATGATCT

GTYACRGTTCCAGCTCAAAGTAGA
CTWAGTGTACCGRAGGTAGYATTT
TATGCCATCATTTGCAGTAAGG
TGCTGTAATCCCTGATTGTAC
ATGGCGATTWTWRATSTTGCGAA
CCWGCAYRACCTRGTAAAGGYSWT
ATCAGAACCGTAATTCCAGGAG
AAAGCGTTAGCTATTGGACCAG

Parasporina 1

Parasporina 2
Parasporina 3
Parasporina 4 e 5

Parasporina 6

Tamanho
esperado do
amplicon

164pb

197pb

228pb
743pb/821pb

197pb

Numero de acesso ao Genbank

AB031065—- AY081052—-AB250922 - AB274826
AB274827- AB375062 - AB250923 — AB274825
AB276125-AB731600—-AB375062

AB186914—-AB099515 AB454419

AB116649—- AB116651

ABI80980— AB555650

AB375063

* Nos primers degenerados, a sequéncia é dada de acordo com cédigo para DNA degenerado: W =T

OUA;Y=CouT;R=AouG;S=CouG.

5.2PCR

Foram obtidos amplicons apenas nas reacGes de PCR realizadas com os
iniciadores especificos para PS-1 e PS-3. As estirpes S90, S256, S505, S538, S610
S699, S791, S932, S934, S1170, S1172, S1174, S1179, S1182, S1184, S1209, S1257,
S1282, S1294, S1295, S1297, S1298, S1299, S1328, S1334, S1338, S1387, S1562,
S1936 e S2302 amplificaram produtos de PCR com o tamanho esperado para
Parasporina 1 (~164 pb). Ja as estirpes S435, S611, S958, S1304 e S2205 amplificaram

para a familia parasporina 3 (~228pb), indicando a presenca dos genes parasporina

(Figura 8).

Através da técnica de PCR sugere-se a possivel presenca de genes de

Parasporina em estirpes brasileiras de Bt. De um total de 269 estirpes testadas com 0s
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iniciadores especificos para parasporina, apenas 35 estirpes (13%) apresentaram
resultados positivos, dos quais 30 (11,15%) deles pertencem a familia PS-1, e apenas 5
estirpes (1,85%) com resultados positivos para PS-3. Esses resultados corroboram com
a idéia de que estirpes que possuem 0s genes de Parasporina sdo relativamente raros nas
populactes de Bt (GONZALES et al., 2011).

Nenhuma correlagdo pode ser observada entre os sorotipos e as estirpes positivas
para 0s genes de Parasporina. Foram testadas estirpes de 29 diferentes sorotipos. Oito
diferentes sorotipos tiveram resultados positivos com o0s iniciadores para 0 gene
parasporina 1 (kurstaki, galleriae, muju, aizawai, israelenses, sotto, darmstadiens,
tolworthi), dentre esses sorotipos, muju apresentou 4 estirpes positivas para 0 gene,
sendo 0 sorotipo mais comum para esse gene. J& para 0 gene parasporina 3, quatro
diferentes subespécies tiveram resultados positivos (kurstaki, galleriae, tolworthi e
canadenses). Cada subespécie obteve representante, ndo havendo portanto uma

predominéncia de subespécie.

600 —

300
200 —
100 =™

CHERInme e

PS-1 PS-3

Figura 8. Produtos de PCR para genes parasporina de estirpes de B. thuringiensis. M — Marcador
molecular 100pb (Invitrogen); CN — Controle negativo para PS-1 (H20); 1 — S242; 2 — S655; 3 —
S1338; 4 — S1387; 5 — S1783; 6 — S2302; 7 — Controle negativo para PS-3 (H20); 8 — S435; 9 — S958;
10 — S2205.
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5.3 Detecgdo de B-exotoxinas

Através dos bioensaios, foi possivel demonstrar que nenhuma das 35 estirpes
positivas para 0s genes parasporina apresentou a capacidade de secretar [-exotoxinas
no meio de cultura (dados ndo mostrados), auxiliando na caracterizagdo destas cepas de
B. thuringiensis que apresentam grande potencial para serem utilizadas no controle do
cancer humano.

A detecgdo de B-exotoxinas através de bioensaios é relativamente simples e nédo
exige equipamentos de alta tecnologia, sendo assim extremamente viavel como
estratégia de baixo custo para verificar a possivel producdo dessa toxina em estirpes de
B. thuringiensis, e dessa forma permitir a utilizacdo dessas estirpes na formulacdo de
bioprodutos (MAC INNES, 2009).

Desde a década de 90, a OMS recomenda a ndo utilizacdo de estirpes produtoras
de B-exotoxinas, além de varios paises na Europa exigirem por lei a auséncia dessa
toxina para comercializacdo de formulacGes a base de Bt.

O tempo no qual ¢ detectada a presenca da [-exotoxina nos sobrenadantes
através dos bioensaios € varidvel entre as cepas de B. thuringiensis. Ao avaliar o
sobrenadante do meio cultivado com Bt quanto & presenca de p-exotoxinas em
diferentes tempos de cultivo, Bekheit e colaboradores (1993) demonstraram um
aumento crescente nos niveis de P-exotoxina produzida, sendo os maiores valores
encontrados nos maiores tempos de cultivo. Dessa forma, escolheu-se o tempo de 72
horas de cultivo das bactérias para posterior analise da producdo dessa toxina.

A deteccdo de B-exotoxina € um passo importante no desenvolvimento e na
producdo de produtos baseados em B. thuringiensis (MAC INNES, 2009), mesmo este
trabalho sendo uma pesquisa de base e inicial sobre as proteinas Parasporinas, €
importante a elucidacdo da presenca dessas moléculas, para evitar possiveis entraves na

pesquisa e utilizacdo dessas estirpes produtoras de Parasporina.

5.4 Analise do perfil proteico por SDS-PAGE
A anadlise das proteinas das estirpes selecionadas por eletroforese em gel de

SDS-PAGE possibilita conhecer o nimero e a massa molecular das toxinas, além de

auxiliar na identificagdo do possivel grupo de Parasporina ao qual pertencem.
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Dentre as 35 estirpes positivas para os iniciadores especificos para o gene
parasporina, 12 delas foram escolhidas aleatoriamente para dar continuidade aos
experimentos (7 positivas para o gene parasporina 1 e 5 positivas para parasporina 3).

A analise do perfil proteico mostrou que algumas das estirpes positivas por PCR
produziam proteinas com o tamanho esperado para as pro-toxinas Parasporinas. As
estirpes S505, S1338 e S1172 produziram proteinas correspondentes a Parasporina 1 de
~81 kDa (Figura 9). J& as estirpes S435, S1304 e S2205 produziram proteinas de ~88
kDa, tamanho esperado para Parasporina 3 (Figura 10).

Algumas estirpes positivas por PCR ndo apresentaram proteinas com 0s
tamanhos esperados para os respectivos genes. Uma possivel explicagdo para essas
proteinas ndo serem observadas no preparado dessas estirpes é a producdo em pequena
quantidade, de forma que seja indetectavel pela técnica utilizada, ou simplesmente ndo
ocorrendo a traducdo do gene encontrado. Outra possivel explicacdo seria uma mutagéo
no gene codificante dessa proteina ou a recombinagdo homdéloga dos genes responsaveis
por essas proteinas. Esses eventos podem alterar o tamanho original da proteina, como
ja foi possivel demonstrar em uma estirpe produtora de Parasporinas, isolada de uma
ilha do Caribe (GONZALEZ et al., 2011).

kDa

225 — ==
150 —
102 —

76 —

-
52 — i
38 - . E '
=4
. *-

<

90 242 1334 1338 1783 1172 2302 505 1989

i 1l

31 —

24 —

17 —

Figura 9. Pefil eletroforético das proteinas solubilizadas extraidas das estirpes positivas para
Parasporina 1. M — Marcador de massa molecular Full-range rainbow (GE Life Science).
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Outras estirpes além de produzirem proteinas do tamanho esperado para
Parasporina, também produziram proteinas correspondentes ao tamanho de proteinas
Cry, como as estirpes S435, S505, S611, S958, S1304, S1338, S2205 e S2302. Elas
apresentaram proteinas com o tamanho de 65 kDa, caracteristico dos grupos de
proteinas Cry 1 e Cry2, que sdo ativas contra lepiddpteros e dipteros (CRICKMORE et
al, 2015)
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Figura 10. Pefil eletroforético das proteinas solubilizadas extraidas das estirpes positivas para
Parasporina 3. M — Marcador de massa molecular Full-range rainbow (GE Life Science).

60



5.5 Ensaio de Viabilidade Celular

Citotoxicidade é definida como a propriedade que um composto quimico possui
em causar a morte celular, independente do mecanismo de morte (GRAHAM-EVANS
et al., 2003). Esse tipo de ensaio € um método apropriado para varredura com novas
substancias em um periodo relativamente curto de tempo para determinar sua acao
citotoxica em células de cancer (ALLEY et al., 1988).

Foram utilizadas duas estirpes de Bt como controle. A primeira utilizada como
controle negativo, IPS 78/11, sofreu cura plasmidial ndo produzindo cristais proteicos
(Ward & Ellar, 1983). A segunda, estirpe S1989, foi utilizada como controle positivo
tendo em vista a sua producdo de proteinas Cyt2Ba. Essa toxina com atividade
hemolitica ndo possui um receptor especifico, ligando-se inespecificamente a lipideos
de membrana e sendo por este motivo, toxica a todas as linhagens testadas, mesmo em
pequenas concentracdes (Figura 11C) (CORREA et al., 2012).

O ensaio de viabilidade celular demonstrou que a maioria das estirpes testadas
apresentou alterac@es significativas na viabilidade das linhagens de cancer somente em
tratamentos com concentracdes muito altas da proteina (100ug), tanto para as estirpes
positivas para Parasporina 1 (Figura 11A) quanto para as estirpes positivas para
Parasporina 3 (Figura 11B). Apenas a estirpe S1338 apresentou uma diminuigdo de
viabilidade especifica contra a linhagem MCF-7, mesmo em concentracdes pequenas (<
15,0u0).

Os testes para deteccdo de [B-exotoxinas, juntamente com a especificidade
citotoxica encontrada nas proteinas de S1338 contra MCF-7 levam a acreditar que a
toxicicidade causada pela estirpe testada deve-se a possivel presenca da Parasporina 1
produzida por esse isolado e ndo por qualquer outra mélecula produzida por Bt. Além
disso, essa idéia é reforcada pela amplificagdo por PCR com iniciadores especificos
para PS1, tratando-se de uma proteina da familia Parasporina com caracteristicas tnicas.

Testes feitos com outras PS1 ja descritas, demonstraram toxicicidade apenas
contra células de céancer do colo do Utero, cancer hepatico e células T leucémicas
(OHBA et al., 2009). Esse é o primeiro relato de toxicidade de Parasporina 1 contra

células de cancer de mama.
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Figura 11. Ensaio de viabilidade celular com diferentes concentragdes de proteinas de Bt contra as
linhagens DU-145, MCF-7 e HelLa. A: Estirpes positivas para Parasporina 1. B: Estirpes positivas para
Parasporina 3. C: Controle negativo IPS 78/11 e controle positivo S1989. Os dados foram analisados pelo
teste ANOVA. p <0,05.

Para testar a citotoxicidade especifica de S1338 contra MCF-7, e descartar a sua
toxicidade contra células ndo cancerosas, utilizou-se fibroblastos extraidos de polpa
dental humana (Figura 12). A maior dose da toxina testada (100ug), apresentou
viabilidade celular de 78,5% quando comparadas ao controle, mostrando ter uma baixa
citotoxidade contra células saudaveis. Esse resultado além, de mostrar a néo
citotoxicidade dessas toxinas a células ndo cancerosas, reforca a acdo especifica da

possivel toxina Parasporina de S1338 contra a linhagem de cancer de mama MCF-7.
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Figura 12. Ensaio de viabilidade com diferentes concentragdes de proteina da estirpe S1338 contra a
linhagem de Fibroblasto de polpa dental e a linhagem de Céncer de Mama MCF-7. Os dados foram
analisados pelo teste ANOVA. p <0,05.
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As células MCF-7 sdo linhagens de carcinoma ductal invasivo, positivo para
receptores de estrdgeno, além de expressarem EGF. Baseado nos resultados positivos na
inibicdo da viabilidade celular dessa linhagem, utilizou-se outra linhagem de cancer de
mama para avaliar a possivel toxicidade dessa proteina em células com caracteristicas
bioquimicas e fisioldgicas diferentes. As células escolhidas, MDA-MB-231, sdo
oriundas de adenocarcinoma e sdo triplo negativas, ou seja, ndo expressam receptores
tipo 2 para fator de crescimento epidérmico humano, para estrogeno e progesterona.

O ensaio de viabilidade com as toxinas de S1338 contra a linhagem MDA-MB-
231 mostrou pouca citotoxicidade mesmo em altas concentracdes (100ug), com 75,8%
de células vidveis (Figura 13). Possivelmente, essas diferencas fisiologicas e
bioguimicas entre as duas linhagens de cancer de mama seja a responsavel por essa

diferenca tdo grande na citotoxicidade.
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Figura 13. Ensaio de viabilidade com diferentes concentragcdes de proteina da estirpe S1338 contra a
linhagem MDA-MB-231. Os dados foram analisados pelo teste ANOVA. p < 0,05.

5.6 Caracterizacdo morfolégica dos cristais por microscopia eletronica de
varredura (MEV)

A caracterizagdo morfologica dos cristais por microscopia eletronica de
varredura foi realizada apenas com a estirpe S1338, representante positivo para
Parasporina 1. A andlise das imagens mostrou que a estirpe S1338 possui em sua
maioria cristais esféricos (Figura 14), sugerindo que esse formato de cristal esta

relacionado com a proteina Parasporina 1 encontrada.

65



(@t

& e
PN ST———— 7 — 10kV

KU
Embrara RGB 1 Embrara RG

Figura 14. Micrografia eletrénica de varredura da mistura esporo/cristal da estirpe de Bt S1338,
mostrando a predominancia de cristais esféricos. (C, Cristais, E, esporos).

A presenca de cristais na andlise ultruestrutural de estirpes de B. thuringiensis é
a principal caracteristica que distingue esta espécie de Bacillus das outras (SEZEN et
al., 2010). Estas diferentes formas assumidas pelos cristais podem conter informacdes
sobre sua toxicidade (TAILOR et al.,, 1992; LERECLUS et al., 1993; HABIB &
ANDRADE, 1998). A morfologia dos cristais diz muito sobre sua atividade inseticida,
porém sabe-se muito pouco sobre a relacdo entre a morfologia dos cristais e a possivel
associagdo com proteinas Parasporina. Estudos comparativos entre producdo de
Parasporina e a andlise ultraestrutural desses cristais podem ser futuramente uma

ferramenta para reconhecimento de estirpes produtoras dessas proteinas.

5.7 Andlise das alteracfes morfoldgicas

O conceito de morte celular por apoptose, contrastando com o de necrose, foi
proposto ha 39 anos por KERR et al. (1972). Enquanto a apoptose € descrita como um
fendmeno ativo, altamente ordenado a ponto de ser chamada de morte programada, a
necrose € um processo passivo, que ocorre de maneira abrupta ou acidental, resultado de
perturbagdes quimicas ou fisicas, com a liberagdo descontrolada de contetdo celular e
mediadores (CHAUFFAILLE, 2005).
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Células morrem por apoptose com modificagcdes de suas caracteristicas
morfolégicas e bioquimicas. Neste processo, o envelope nuclear se desfaz, a cromatina
nuclear se condensa quebrando posteriormente em fragmentos, o citoesqueleto colapsa
promovendo o encolhimento e condensacdo da célula. Na superficie celular ha a
formacéo de bolhas e, se a célula for grande, frequentemente quebra-se em fragmentos
envolvidos por membranas chamados de corpos apoptéticos. Ressalta-se que a
superficie da célula ou dos corpos apoptoticos torna-se quimicamente alteradas, sendo
assim rapidamente engolfada por uma célula vizinha, ou um macrofago, antes que possa
liberar seus conteudos. Dessa maneira, a célula morre de forma “limpa” e € rapidamente
eliminada, sem causar uma resposta inflamatéria prejudicial (HOU et al., 2005,
ALBERTS et al., 2008)

Uma familia de proteinas citosolicas, as caspases, desempenham papel essencial
na execucdo das vias de morte celular. Estas sdo sintetizadas na célula como precursoras
inativas, ou procaspases. Uma vez ativadas, as caspases clivam e ativam outras
procaspases, resultando em uma cascata proteolitica amplificada, culminado na morte
da célula.

As caspases requeridas para a apoptose variam de acordo com o tipo celular e o
estimulo. A inativacdo do gene de camundongo que codifica a caspase-3, uma caspase
executora, por exemplo, reduz a apoptose normal no desenvolvimento do cérebro
(ALBERTS et al., 2008), sugerindo que a ativacdo da caspase 3 € um evento inicial
critico na promulgacdo da cascata apoptotica (OBERHAMMER et al., 1993; ECK-
ENRIQUEZ et al., 2000).

Através de imagens capturadas antes e apds o tratamento (24 horas) com a
proteina Parasporina 1 ativada (50ug) da estirpe S1338, foi possivel observar algumas
mudancas nas caracteristicas morfologicas das células MCF-7 (Figura 15), tipicas de
apoptose, tais como: diminuicdo do tamanho das células, aquisicdo de uma morfologia
mais arredondada representada por perdas dos pontos de adesdo focal, reducdo da
densidade celular e formacéo de vesiculas no interior do citoplasma.

O modo de agdo da Parasporina 1 proposto por Katayama e colaboradores
(2007) envolve o influxo de célcio extracelular para o interior citoplasmatico, ap6s
ligagéo da toxina Parasporina 1 a um receptor de membrana. Esse aumento intracelular
de célcio ira gerar a ativacdo proteolitica de uma caspase efetora, a caspase 3, iniciando

a cascata proteolitica intracelular e a morte por apoptose.
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Figura 15. Alteragcdes morfologicas em células MCF-7 apds 24h de tratamento com Parasporina 1 da
estirpe S1338. Células MCF-7 foram tratadas com 50pg da proteina Parasporina 1 ativada e as alteragdes
morfoldgicas foram analisadas sob microscopio de luz invertido. A: Células sem tratamento com toxinas
de Bt fografadas 24 horas ap6s troca do meio de culutra (controle). B: Células tratadas com a toxina de
S1338 ap6s 24 horas, demonstrando caracteristicas morfoldgicas tipicas de apoptose.

Sabe-se que a linhagem de carcinoma de mama MCF-7 ndo expressa caspase 3,
como resultado de uma delecdo de 47pb no exon 3 do gene casp-3. O resultado da
delecao é o “silenciamento” do exon 3 durante o splicing do pre-mRNA, blogueando
assim a traducdo do mRNA de casp-3. (JANICKE et al., 1993). Portanto, 0 modo de
acao proposto por Katayama ndo parece se aplicar a linhagem MCF-7 tratada com a
proteina PS1 da estirpe S1338. Outro mecanismo de agdo ainda desconhecido pode estar
envolvido com a morte dessas células, provavelmente envolvendo outras caspases. As
caspases iniciadoras 8 e 9 podem levar células a apoptose através da ativacdo ndo sé da
caspase 3, mas também de caspase 7, podendo esta estar relacionada com essa via de
morte (COHEN, 1997; FRASER & EVAN, 1996; SRINIVASULA et al., 1996).

Um possivel receptor para Parasporina 1, a Beclin 1 encontrada na membrana
celular, foi reportado por Katayama e colaboradores (2011). Em mamiferos, Beclin 1
existe em linhagens de células de carcinoma de mama epitelial com uma expressao
limitada, mas sdo abundantes em epitélio normal de mama (LIANG et al., 1999). Esse
receptor tem um papel fundamental nos processos de autofagia e é crucial em varias
vias de todas as espécies eucaridticas (WIRAWAN et al., 2012).

Apesar da interacdo da Parasporina 1 com Beclin 1 e 0 seu mecanismo
citotoxico ainda ndo terem sido elucidados, essa possivel interacdo explicaria em parte a
toxicidade especifica contra a linhagem de cancer de mama MCF-7. Porém, quando a
Parasporina 1 foi testada com a linhagem de cancer de mama MDA-MB-231, a

toxicidade foi drasticamente reduzida, mesmo em altas concentragdes da toxina,
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sugerindo que a PS1 aqui encontrada possivelmente possui outro receptor ligado a sua
acdo citotoxica.

Estudos complementares que visem elucidar quais moléculas estdo envolvidas
nessa possivel via alternativa de morte celular irdo auxiliar no tratamento de linhagens
de cancer que também possuem essa particularidade. Além disso, a Parasporina 1 aqui
estudada possui grande potencial para ser utilizada contra outras células cancerosas com
mutacdo na caspase-3.

5.8 Determinacéo do I1Cso

A partir dos resultados do teste de viabilidade celular, foi determinada a
concentracdo das toxinas necessaria para inibir o crescimento de cada linhagem celular
em 50%, usando o método estatistico de Probit. As proteinas da estirpe S1338
apresentaram o menor valor de I1Csg para a linhagem MCF-7, de 14,75ug/mL (Figura
16). O ICso dos outros extratos proteicos foram maiores que 50ug/mL, para todas as
linhagens testadas. Por esse motivo, os outros experimentos foram realizados utilizando

apenas as proteinas extraidas da estirpe S1338.
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Figura 16. Célculo para determinacdo do I1Cs, da toxina de S1338 contra a linhagem de Cancer de Mama
MCF-7.

De acordo com as orientagbes do Instituto Nacional de Céncer dos EUA, a
Parasporina 1 é uma forte candidata para utilizacdo como agente no controle de cancer
de mama, pois o valor de ICso foi menor que 20ug/ml contra a linhagem MCF-7 apoés
tratamento por 24 horas (BOYED et al., 1997). E importante ressaltar que o ICso
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determinado com estes testes € do extrato total das proteinas solubilizadas e ativadas.
Possivelmente ap6s purificagdo e obtencéo dessa proteina pura, o valor de 1Cso podera
diminuir consideravelmente.

E inegavel que as parasporinas tém um potencial para desenvolvimento de
novas substdncias anticarcinogénicas. Contudo, sabe-se que a maioria dos
resultados foram obtidos em testes in vitro, o qual apenas simula sistemas
biolégicos. El-Hag & Safti (2011) em um dos poucos estudos in vivo
disponiveis, utilizaram uma estirpe de Bt do sorotipo dakota para testar sua
capacidade de destruir células de cancer em camundongos. O autor observou um
aumento significativo na sobrevivéncia dos roedores tratados quando
comparados ao grupo controle. Além disso, o niUmero de metéstases diminuiu,
chegando até a desaparecer em alguns casos. De acordo com os autores, esse
aumento no tempo de sobrevivéncia pode ser atribuido ao aumento da
resisténcia a tumores nos camundongos tratados.

Apesar do mecanismo da acdo citotoxica das parasporinas ainda ndo ser
completamente compreendido, hd um grande interesse na utilizacdo dessas
toxinas como possiveis tratamentos para o cancer. Wong (2009) avaliou a
ocorréncia de competicdo entre sitios ativos de drogas anti-cancer comerciais e
as proteinas Parasporinas. Utilizando microscopia confocal para analizar os
sitios de ligacdo, os quais foram marcados com biotina, o autor demonstrou que
haviam poucos sitios em comum, ocorrendo uma pequena competicdo (< 30%),
mas sem efeitos significativos. Isso demonstra que as Parasporinas de Bt tém o
potencial de ser uma nova ferramenta no tratamento de células de cancer, e que

elas podem ser usadas sem interferir nos tratamentos terapéuticos atuais.

5.9 Ensaio de “Wound Healing”

A migracdo celular é definida como o movimento de células individuais,
camadas celulares ou aglomerados de um local para outro (FRIEDL et al., 2000, 2003).
Esse fenbmeno é de grande importancia para uma variedade de processos fisioldgicos e
patologicos em varios ramos da biologia, incluindo crescimento celular e diferenciacéo,
cancer e inflamagdo (HORWITZ et al., 2003; ECCLES et al., 2005). E um processo
altamente regulado, envolvendo uma continua formacdo e deformacdo de pontos de

contato com o substrato, conhecidos como adesdes focais, 0s quais servem como base
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para o deslocamento e também como centros de sinalizacdo (RIDLEY et al., 2003;
ROMER et al, 2006). Esses pontos de adesOes focais ligam as integrinas com as actinas
do citoesqueleto, controlando o potencial migratério das células (GEIGER &
BERNSHADSKY, 2001; WEBB et al., 2003). Apesar da grande importancia, 0s
mecanismos moleculares controlando esses eventos permanecem com poucas defini¢oes
(VICENTE-MANZANARES et al., 2005; MOISSOGLU & SCHWARTZ, 2006).

Uma das maiores vantagens em utilizar esse método simples e barato, € a
capacidade de mimetizar a migracao de células in vivo. A criacdo de um espacamento
entre as células possibilitou a analise da capacidade do extrato proteico testado de inibir
a migracdo celular em diferentes periodos (Figuras 17 e 18).

Os dois tratamentos com diferentes concentra¢fes da proteina Parasporina 1 da
estirpe S1338 (100ug e 500ug) ndo mostraram durante o periodo de tratamento
diferencas estatisticas significativas no espacamento entre as células, quando
comparadas ao controle. Portanto, esses dados sugerem que a toxina testada néo inibe a
migragéo celular na linhagem MCF-7 nas concentragdes testadas.

Como o possivel mecanismo de acdo dessa proteina esta relacionado com a
ligacdo com receptores de membrana e a apoptose celular, provavelmente PS1 ndo atue
nos mecanismos envolvidos com o processo de migragdo, ndo alterando as
caracteristicas de migracdo dessa linhagem tumoral, tendo em vista que para que isso
aconteca seja necessario moléculas que interajam com os pontos de adesdo focal e os

mecanismos envolvidos nesse microambiente.
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Figura 17. Ensaio de “Wound Healing”. Analise do espagamento entre as células em diferentes tempos
(Oh, 6h, 12h, 24h e 36h) ap6s administracdo de diferentes concentracdes (100ug e 500ug) das proteinas
de S1338. Os dados foram analisados pelo teste ANOVA. p < 0.05.
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Figura 18. Andlise das imagens capturadas em ensaio de migracdo de células MCF-7 tratadas com
diferentes concentragdes de proteinas da estirpe S1338.
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5.10 Bioensaio seletivo contra C. quinquefasciatus, A. aegypti, S. frugiperda, A.
gemmatalis e P. xylostella

As 35 estirpes positivas no PCR foram testadas contra lepidopteros e dipteros.
Dentre estas, mais da metade (18 estirpes) causaram mortalidade acima de 50% em pelo
menos um dos insetos utilizados no bioensaio. Quatro estirpes apresentaram toxicidade
de 100% contra larvas de A. gemmatalis (S1172, S1295, S1298 e S1304) e uma estirpe
mostrou 100% de mortalidade contra S. frugiperda (S1304). Uma Unica estirpe (S958)
mostrou toxicidade alta (entre 71% e 90%) contra P. xylostella. Ja contra os dipteros A.
aegypti e C. quinquefasciatus apenas o isolado S1295 apresentou uma alta toxicidade
(entre 71% e 90%).

Pode-se observar que as estirpes toxicas pertenciam aos sorotipos Kkurstaki
(S610, S611, S1172 e S1209), galleriae (S958, S1298, S1299), muju (S1170, S1174,
S1182), israelensis (51282, S1294) aizawai (S1257, S1295), tolworthi (1304), sotto
(S1297) e apenas uma estirpe (S1328) ndo era sorotipada. Entretanto as pertencentes aos
sorotipos darmstadiensis (S1184) e canadensis (S2205) nao foram tdxicas a nenhum
dos insetos testados. Além dessas, 13 estirpes ndo sorotipadas também nao mostraram
toxicidade. Os resultados de toxicidade de todas as estirpes testadas podem ser
visualizados na tabela 4.

E interessante mencionar que as estirpes dos sorotipos aizawai, kurstaki e
galleriae sdo conhecidas na literatura como toxicas a insetos da ordem Lepidoptera e
normalmente apresentam as toxinas CrylA e Cry2A, descritas como tdxicas a
lepidopteros e dipteros (KWA et al., 1998; MONNERAT et al., 1999; IBARGUTXI et
al., 2006; PIGOTT & ELLAR, 2007).

Estirpes de Bt da subespécie israelensis produzem inclusées protéicas compostas
por proteinas Cry altamente tdxicas para mosquitos, como CryllA, Cry4A e Cry4B
(Bravo et al., 2007). Em nossos resultados, as duas estirpes que obtiveram maior
toxicidade contra dipteros pertenciam a essa subespécie (S1282, S1294).

Esses resultados, juntamente com o ensaio de viabilidade celular,
confirmam a correlacdo de que estirpes produtoras de Parasporina néo
produzem cristais com proteinas inseticidas (MIZUKI et al., 1999, OHBA et
al., 2009). Apesar de varias dessas estirpes possuirem 0s genes de Parasporina,

apenas o isolado S1338 mostrou toxicidade significativa contra a linhagem
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MCF-7 de cancer, e a0 mesmo tempo ndo mostrou qualquer atividade inseticida

contra os insetos testados.

Tabela 4. Resultado dos bioensaios utilizando as estirpes positivas para 0s genes parasporina contra
lepidopteros e dipteros.

Estirpe S. frugiperda A.gemmatalis P. xylostella A. aegypti C. quinquefasciatus

S90 - - - - -
S256 - - - - -
S435 - - - - -
S505 - - - - -
S538 - - - - -
S610 ++ ++ ++ - -
S611 ++ ++ ++ ++ ++
S699 - - ++ - -
S791 - - - - -
S932 - - - - -
S934 - - - - -
S958 - - +++ - -

S1170 - ++ - - -
S1172 - ++++ - - -
S1174 - ++ - - -
S1179 - + - - -
S1182 - ++ - - -
S1184 - - - - -
S1209 ++ ++ _ _ _
S1257 - ++ - - -
S1282 — ++ — ++ ++
S1294 - + - ++ ++
S1295 ++ ++++ — +++ +++
S1297 — ++ _ _ —
S1298 - ++++ ++ - -
S1299 — ++ — ++ ++
S1304 ++++ ++++ — — _
S1328 — ++ _ _ _
S1334 - - - - -
S1338 - - - - -
S1387 - - - - -
S1562 - - - - -
51936 - - - - -
S2205 - - - - -
52302 - - - - -

(-) Patogenicidade negativa, ( +) Patogencidade de até 49%, ( ++ ) Patogenicidade entre 50% e 70%,
(+++) Patogenidade entre 71% e 90%, ( ++++) Patogenicidade acima de 90%.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho possibilitou a identificagdo de possiveis estirpes brasileiras
de Bt produtoras de Parasporina. Apo0s varredura em 269 estirpes, 30 delas
apresentaram resultados positivos quando testadas com iniciadores especificos
para o gene de Parasporina 1, e outras 5 estirpes apresentaram resultados
positivos para Parasporina 3. A expressdo desses genes foi confirmada por
algumas estirpes, através da analise do perfil proteico.

A estirpe S1338 possivelmente produz a proteina Parasporina 1, que apds
ensaio de viabilidade celular, demonstrou toxicidade especifica contra a
linhagem de cancer de mama MCF-7, com ICso de 14,75ug.

O extrato proteico dessa estirpe ndo apresentou capacidade de reduzir a
migracdo das células de cancer de mama MCF-7, porém analises morfologicas
sugerem que o tipo de morte celular envolvido com as toxinas produzidas pela
estirpe S1338 provavelmente é a apoptose. Além disso, a linhagem MCF-7 nédo
produz caspase 3, molécula fundamental no mecanismo de apoptose, sugerindo
um novo modo de acdo ainda desconhecido para a possivel Parasporina 1 da
estirpe S1338.

Dessa forma, conclui-se que a Parasporina 1 relatada neste trabalho
possui caracteristicas Unicas, podendo muito em breve tornar-se uma
biomolecula no tratamento de células tumorais, e até mesmo ser utilizada de
forma sinérgica com outras moléculas anti-cancer, tendo em vista sua baixa
competicdo com as principais drogas disponiveis no mercado para tratamento

dessa doenca.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

— Sequenciar os genes de Parasporina identificados nesse trabalho, especialmente
da estirpe S1338.

— Clonar e expressar 0 gene parasporina em células de Bt, utilizando uma
linhagem de Bt acristalifero.

— ldentificar o possivel receptor da Parasporina 1 de B. Thuringiensis S1338 para a
linhagem MCF-7.

— Analizar o efeito da Parasporina 1 da estirpe S1338 no ciclo celular e, através de
citometria de fluxo, elucidar o perfil de morte envolvido com essa toxina.

— Testar a possivel atividade citotoxica da proteina ativada das estirpes positivas

contra outras linhagens de células tumorais.
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