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RESUMO

Bacillus thuringiensis € uma bactéria Gram positiva, produtora de cristais protéicos ou
d-endotoxinas (toxinas Cry e Cyt) durante a fase de esporulacdo. As toxinas. Cry
apresentam atividade inseticida especifica, e as toxinas Cyt apresentam atividade
citolitica inespecifica. Algumas proteinas produzidas por B. thuringiensis durante a fase
de esporulacdo que ndo apresentam carater inseticida, mas apresentam-se toxica para
células tumorais foram descritas. Essas proteinas receberam o nome de Parasporinas
(PS), devido a capacidade de produzir cristais paraesporais e até 0 momento sdo
classificadas em seis tipos (PS1-PS6). Baculovirus sdo virus de insetos usados no
controle biologico de pragas da agricultura, porém também tém sido muito utilizados
como vetores de expressdo de proteinas heterdlogas em células de inseto. No presente
trabalho, o gene ps2 foi montado, por meio de PCR, através de fragmentos sintetizados
a partir de uma sequéncia lotada no banco de dados, e o produto de PCR foi clonado em
um vetor de transferéncia para construcdo de um baculovirus recombinante. Apos
obtencdo do virus recombinante, observou-se que células SF9 quando infectadas com
VACPS2, morriam em um tempo curto de infeccdo, quando comparado com células
infectadas com o virus selvagem. Apds purificacdo, solubilizacdo e ativacdo da toxina
PS2 recombinante, ensaios de viabilidade celular foram feitos com linhagens de células
tumorais, cancer mamario (MCF-7) e cancer mamario metastatico (MDA-MB-231),
células ndo tumorais humanas (fibroblastos) e células de inseto (Sf9), confirmando a

atividade téxica de PS2 apenas para as células tumorais.

XV



ABSTRACT

Bacillus thunringiensis is a Gram positive bacterium that produces crystal forming
proteins called 6-endotoxins (Cry and Cyt toxins), during sporulation phase. Cry
toxins show specific insecticidal activity, and Cyt toxins shows non-specific
cytolitic activity. Some proteins of B. thuringiensis produced during sporulation
have not shown insecticidal activity, but a specific toxic activity to some cancer
cells. These proteins were called Parasporins (PS) due to their ability to form
paraporal crystals and they are divided in six groups (PS1-PS6). Baculoviruses are
insect viruses that have been widely used as biological control of agricultural pests,
but also as expression vectors of heterologous proteins in insect cells. In this work,
the gene ps2, constructed by PCR, trough fragments synthetized using a gene
sequence from a database and cloned in a transfer vector for recombinant virus
construction After recombinant virus construction we observed that SF9 cells died
faster than cells infected with the wild-type virus. After purification, solubilization
and activation of the heterologous protein, cell viability assays was performed with
cancer cell lines, breast cancer (MCF-7), metastatic brest cancer (MDA-MB-231),
non-tumor human cells (fibroblasts) and insect cells (Sf9) confirming PS2 toxic

activity only to cancer cells.
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1. INTRODUCAO

1.1 Bacillus thuringiensis

Em meados de 1901, o cientista japonés Shigetane Ishiwata, isolou uma bactéria
das larvas doentes do bicho da seda, Bombix mori, (Aizawa & Ishiwata, 1901) enquanto
investigava a causa da doenca subita, conhecida como ‘“sotto disease”, doenga
responsavel pela morte de muitos bichos da seda no Japdo. Tal descoberta fez com que
Ishiwata nomeasse a bactéria como Bacillus sotto (Aoki & Chegézaki, 1915). Em 1911
o cientista aleméo, Ernst Berliner, isolou a mesma bactéria, mas dessa vez de larvas da
traca da farinha. Esta foi nomeada como Bacillus thuringiensis devido a cidade alema,
Thuringia, onde foi isolada.

B. thuringiensis pertence a familia Bacillaceae, a qual engloba a maioria das
espécies formadoras de esporos, sendo estes localizados na regido central ou
paracentral, quando no interior da célula-mae. E também uma bactéria em forma de
bastdo, Gram positiva, com célula vegetativa de 1,0 a 1,2 um de largura por 3,0 a 5,0
um de comprimento, sendo aerdbia ndo estrita com faixa de temperatura de crescimento
entre 10 e 45 °C. (Glare & O’Callaghan, 2000; Habib & Andrade, 1998; Vilas-Boas, et
al., 2007). E isolada a partir de uma variedade de ecossistemas, como, solo, &gua,
insetos mortos, superficie de plantas, teias de aranha, grdos armazenados e até tecidos
humanos em decomposicdo (Hofte & Whiteley, 1989; Knowles & Dow, 1993; Bravo et
al., 1998; Roh et al., 2007; Raymond et al., 2010).

B. thuringiensis apresenta em seu ciclo de vida uma fase de esporulacdo onde
sdo produzidos cristais proteicos ou inclusdes cristalinas, sendo esta uma caracteristica
marcante para a espécie, distinguindo-a das demais espécies pertencentes ao grupo
Bacillus cereus, ao qual também faz parte (Didelot et al., 2009). Estes cristais séo
formados por proteinas chamadas de &-endotoxinas e apresentam atividade

entomopatogénica para varias espécies de insetos, destacando-se as ordens de
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lepidopteros, dipteros e coleopteros. Porém, foi descoberto que, subespécies de B.
thuringiensis tem apresentado toxicidade contra insetos das ordens Himenoptera,
Hemiptera, Orthoptera, Phthraphera e também para alguns nematdides, protozoarios e
acaros (Glare & O’Callaghan, 2000)

A producdo de cristais de o&-endotoxinas, além de ser uma caracteristica
marcante para a espécie, fez com que B. thuringiensis ganhasse importancia mundial
como alternativa no uso de inseticidas, pois as 6-endotoxinas sao altamente especificas
para seu inseto alvo, sendo inofensivas para 0s seres humanos, animais vertebrados e
plantas, e completamente biodegradaveis (Bravo et al., 2005), por esse motivo, B.
thuringiensis € uma valiosa fonte de proteinas com funcdo inseticida que sdo
alternativas aos pesticidas quimicos, para o controle de importantes pragas agricolas,
como por exemplo, Spodoptera frugiperda e Anticarsia gemmatalis, e de populagéo de
pragas vetores de doencas humanas e de animais, que incluem os mosquitos vetores da
malaria, doencas virais (febre amarela, dengue, chikungunya e zika) e filariose linfatica
(Becker, 2000).

No inicio da fase de esporulacdo e durante a fase estacionaria, B. thuringiensis
produz dois tipos de toxinas paraesporais que sdo classificadas como d-endotoxinas e
essas sdo de dois tipos, as proteinas cristal (ou toxinas Cry) codificadas pelos gene cry e
proteinas citoliticas (ou toxinas Cyt) codificadas pelos genes cyt. (Glare & O’Callaghan,
2000; Habib & Andrade, 1998; Arantes et al., 2007). Proteinas Cry sdo especialmente
toxicas para ordens de insetos Lepidoptera, Coleoptera, Himenoptera e Diptera e
também para nematoides. (Bravo et al., 2005). E descrita como proteina de inclusio
paraesporal (Crystal) de B. thuringiensis que exibe efeitos toxicos para um organismo
alvo, ou alguma proteina que apresenta identidade com uma proteina Cry conhecida.
Em contra partida, as proteinas Cyt sdo toxicas para insetos da ordem Diptera in vivo

(Crickmore et al., 1998), mas exibem citotoxicidade para células de dipteros e de
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mamiferos in vitro (Koni, et al., 1994). Proteinas Cyt sdo descritas como proteinas de
inclusdo paraesporal de B. thuringiensis, mas que apresentam atividade (citolitica)
hemolitica ou possuem identidade com proteinas Cyt conhecidas. (Crickmore et al.,
1998).

Além das proteinas Cry e Cyt, outras proteinas sdo sintetizadas como cristais
paraesporais por estirpes de B. thuringiensis durante a fase de esporulacdo, porém, até o
momento, estas ndo apresentam nenhuma atividade téxica para insetos testados, mas
sim uma forte e especifica atividade citotdxica contra células tumorais. Estas foram
denominadas como parasporinas, recebendo como nome alternativo parasporina — 1
(PS1), parasporina — 2 (PS2), parasporina — 3 (PS3), parasporina — 4 (PS4), parasporina
— 5 (PS5) e parasporina — 6 (PS6). H& também, outra classe de proteinas toxicas
sintetizadas por B. thuringiensis, sendo estas produzidas durante a fase vegetativa de
crescimento, onde s&o secretadas dentro do meio de cultura. Estas foram denominadas
como proteinas inseticidas da fase vegetativa (do inglés, vegetative insecticidal proteins
ou protéinas Vip). Proteinas vip sdo classificadas em quatro familias Vipl, vip2, Vip3 e
Vip4, de acordo com o grau de identidade entre aminoacidos (Warren et al., 1998).

1.2 Toxinas Crystal (8-endotoxinas)

B. thuringiensis, durante sua fase estacionaria, produz corpos de inclusdes proteicos
que sdo compostos por d&-endotoxinas, que durante essa fase de desenvolvimento
acumulam-se no compartimento da célula-mae, e quando chega ao final do estagio de
esporulacdo, séo liberados juntamente com o esporo (Schnepf et al., 1998). As 6-
endotoxinas sdo compostas por dois tipos de proteinas, Cry e Cyt, onde a maioria das
estirpes de B. thuringiensies sdo capazes de sintetizar mais de um tipo de cristal. Os
cristais quando formados podem ser constituidos por diferentes proteinas Cry e/ou Cyt,

podendo haver casos em que sao encontradas cinco toxinas a0 mesmo tempo, como por
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exemplo o B. thuringiensis subsp. israelensis. O cristal formado pode-se apresentar de
formas diferentes e essa forma € determinada devido a composicdo e estrutura das &-
endotoxinas presentes, podendo este ser bipiramidal, cuboide, romboide, ovdide,
esférico ou sem forma definida (Habib & Andrade, 1998).

As toxinas Cry e Cyt pertencem a uma classe denominada de toxinas formadoras
de poros (pore-forming toxins — PFT’s), sendo esta uma das principais classes de
toxinas que causam danos a membrana alvo. Estas quando entram em contato com a
membrana celular sofrem modificagdes na sua estrutura, 0 que ocasiona a formacao de
poros na membrana, levando a célula a morte. PFT’s sao classificadas em dois grupos,
sendo 0 primeiro a - toxinas formadoras de poros (a-pore-forming toxins — a-PFT’s)
que engloba toxinas como colicinas, exotoxina A, toxina da difteria e toxinas Cry de
trés dominios (Cry three-domain). Essas toxinas apresentam uma estrutura de trés
dominios onde um desses dominios é o responsavel pela insercdo na membrana e
formacao de poros. O segundo grupo corresponde a § — toxinas formadoras de poros (-
pore-forming toxins — B-PFT’s) que também sdo inseridas na membrana na forma de um
barril- . Esta classe engloba aerolisinas, a-hemolisina, anthrax protective antigen,
toxinas dependentes de cholesterol, como perfringolysin O, e toxinas Cyt. A maioria
dessas toxinas tem como caracteristica a interacdo especifica com receptores localizados
na superficie celular do hospedeiro (Geny et al., 2006; Gonzales et al., 2008; Feil et al.,
2010)

Ao final dos anos 80, Hofte e Whitely (1989) proproram um tipo de
classificacdo para as toxinas de B. thuringiensis, baseada na sequéncia de aminoacidos e
no espectro inseticida. Na época foram relatadas 42 sequéncias de genes que
codificavam para proteinas Crystal (Cry), sendo que estas apresentavam similaridade de
sequéncia de aminoacidos. Estes genes foram entdo divididos em um niimero minimo

de classes, onde cada classe foi caracterizada de acordo com o espectro inseticida, além
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da similaridade de sequéncia de aminoécidos, e um nimero romano foi adicionado ao
nome, indicando a qual classe esta toxina representa (ex. Cryl), ou seja: Classe | (Cryl)
- proteina que apresenta atividade inseticida especifica para insetos da ordem
Lepidoptera; Classe 1l (Cryll) - Lepiddpteros e Dipteros; Classe Il (Crylll) —
Coledpteros e; Classe IV (CrylV) — Dipteros. Outras classes foram criadas depois, onde
proteinas que ndo apresentavam atividade inseticida foram adicionadas, ou até mesmo a
proteina Cyt, que é uma toxina formadora de cristal mas que ndo apresenta homologia
com as demais proteinas Cry. Passados alguns anos, ja ao final dos aos 90, o Comité de
Nomenclatura de toxinas de B. thuringiensis foi criado com o intuito de evitar
problemas para classificar novas toxinas, visto que era necessario fazer bioensaios para
uma lista de insetos para saber se a toxina testada possuia alguma atividade inseticida
(Crickmore et al., 1998). Esse novo sistema faz com que as toxinas sejam classificadas
de acordo com a sua homologia na sequéncia de aminoacidos, onde a denominacgédo Cry
apresenta quatro categorias hierarquicas que sdo representadas por numeros e letras
(maiusculas e minusculas), como por exemplo Cry4aC. Proteinas que apresentam 45%
de identidade em sua sequéncia sdo colocadas no primeiro nivel, quando apresentam
78%, fazem parte do segundo nivel e, quando apresentam 95%, o terceiro nivel. O
quarto e ultimo nivel é indicado por um nimero que representa identidade de sequéncia
de aminoacidos maior que 95% (ex. Cry4Aal) (De maagd et al., 2001). O mesmo ¢é
aplicado para outras toxinas de B. thuringiensis, como Cyt, também &-endotoxinas e
para toxinas secretadas (Vip).

Até o0 dado momento, as toxinas Cry tem formado um grande grupo de proteinas
inseticidas, onde o Comité de Nomenclatura de toxinas de Bt (Bacillus thuringiensis
Toxin Nomenclature Avaiable online:

http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/)  classificou 74  tipos

diferentes de proteinas Cry (Cry 1 a Cry73), que inclui proteinas da familia de trés
21


http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/

dominios, de Bacillus thuringiensis, e toxina binaria “binary Bin -“ e ETX MTX2- like
de Bacillus sphaericus, que ndo sdo proteinas de trés dominios, mas que também fazem
parte deste grande grupo (Palma et al., 2015).

Ao longo dos anos varios estudos mostraram que toxinas Cry apresentaram uma
vasta toxicidade, devido a receptores especificos para ligacdo da toxina na membrana do
inseto hospedeiro, sendo estes insetos de diferentes ordens, como Lepidoptera
(borboletas e mariposas), Diptera (mosquitos e borrachudos), Coleoptera (besouros),
Hemiptera, Nematoda (parasitas humanos e animais) (Hofte et al., 1989; Schneph et
al., 1998; Van Frankenhuyzen et al., 2009; Ben-Dov, 2014; De maagd et al., 2003;
Chougule et al., 2012; Bravo et al., 2008), e também em vaérias linhagens de células de
cancer humano (Ohba et al., 2016; Parasporin Nomenclature. Avaiable on line) (Tabela

1).

Tabela 1. Resumo mostrando o espectro de especificidade de toxinas cry
para cada hospedeiro (Adaptado de Palma et al., 2015)

Lepiddpteras Cryl A-K; CrvlACeTE; CrylD: Cry®A-CE; CrylSA Crvlla; Cry32A; Cryfla

Dipreras CrylA-C; Cry2As Cry4a-B: Cryll; CryllA-By Cryloas Cryl94-B; Cry2ia;
Cry24C; Cry2TA; CrydlB-D; Cryd9A; CrydA; CrvdTA: Crydisg CryddA

e CrylBJ: Cry3A-C: CryTA; CryBA-G: Cry9D; Cryl4A
Cryl8a; Cry22A; CryldA; CryddA-Br CrydSA-B: CrydeA; CrvdTa; Crydlag
Cry55a
Hyemiptera Cry2As Crvda; CryliA
Hymenoptera CrydAs CryvSA; Crylla
Rhabditida

CrySa-B; CrybA-By Cryl2A; Crvl3A; CrvldA; Cry2 1A Crv55Aa

Cincer humano Cry3lA; Crydla; CrydlA) Cryd5A: CrydbA
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Através do alinhamento das sequéncias de aminoacidos da classe de proteinas
Cry, Hofte & Whiteley (1989) compararam as sequéncias de aminoacidos de diferentes
proteinas Cry conhecidas. Essa analise demonstrou que a maioria das sequéncias
apresentava cinco blocos conservados na regido amino-terminal, regido que codifica a
toxina ativa, intercalado por regies de sequéncias variaveis (Knowles, 1994). Em 1998,
Schnepf e colaboradores descreveram ainda, a presenca de outros trés blocos
localizados na regido da toxinas. Todos esses achados sugerem que esses blocos
conservados sdo importantes para o desempenho do papel biolégico das proteinas Cry,
formando uma familia de proteinas com estrutura e mecanismos de acdo semelhantes.
(Monnerat & Bravo, 2000).

A familia de proteinas Cry foi dividida em grupos em que foram organizados de
acordo com a identidade dessas sequéncias (Figura 1). O primeiro grupo é formado
pelas proteinas Cryl, Cry3, Cry4, Cry7, Cry8, Cry9 e Cryl0, onde estas apresentam
serem muito relacionadas e suas toxinas ativas compartilham cinco blocos de
significativa homologia (Hofte & Whiteley, 1989; Lereclus et al, 1993). O segundo
grupo é formado pelas proteinas Cry5, Cryl2, Cryl13, Cryl4 e Cry21, que apresentam
homologia entre os blocos 1, 2, 4 e 5, porém no bloco 1 encontra-se uma variabilidade
em relacdo aos grupos 1 e 2. As proteinas do segundo grupo apresentam uma variante
no bloco 2 e o terceiro bloco completamente ausente (Schnepf et al., 1998). Para ambos
0S grupos, quando a proteina apresenta a regido C-terminal, os blocos 6, 7 e 8 estdo
invariavelmente presentes. O terceiro grupo é formado pelas proteinas Cry2, Cryll e
Cry18, constituido pelo bloco 1 e uma variante truncada do bloco 2, mas existindo

significativa homologia com os outros blocos conservados (Lereclus et al., 1989).
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Figura 1 Alinhamento das estruturas primarias das toxinas Cry de Bacillus thuringiensis. A figura
mostra 0s comprimentos relativos de cada proteina Cry e a posicdo dos blocos conservados, onde os
retdngulos coloridos correspondem aos blocos conservados. Adaptado de Maagd et al.,2001.

Cry2Aa

Figura 2 Representacdo da estrutura de trés dominios de proteinas Cry. Na figura estdo representadas a estrutura de
trés dominios das proteinas CrylAa, Cry2Aa, Cry3Aa e Cry4Ba respectivamente, onde em vermelho é mostrado o
dominio I, responsavel pela formagdo de poros, em verde o dominio Il, responsdvel pela ligacdo a receptores de
membrana, e em azul o dominio I11, responsavel pela estabilidade estrutural e ligagdo ao receptor. Adaptado de Pigott &
Ella, 2007.
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1.3 Estrutura tridimensional das proteinas Cry

As estruturas de algumas proteinas Cry foram obtidas por técnicas de
cristalografia e difracdo de raios-X (Li et al., 1991; Rochulski et al., 1995) e mostraram
a presenca de trés dominios. Membros da familia de trés dominios apresentam-se em
um grande grupo de proteinas Cry, as quais sao moléculas globulares contendo uma
estrutura de trés dominios conectados (Figura 2).

O dominio N-terminal, conhecido como dominio I, apresenta-se como um
conjunto de sete a-hélices, onde a a5-hélice central e hidrofébica é circundada pelas
outras 6 a-hélices anfipaticas. Este dominio apresenta uma similaridade com o dominio
de formacgédo de poros de duas toxinas pertencentes a familia a-PFT’s, sendo as toxinas
colicina la e N e difteria, por esse motivo sugere-se que este dominio seja responsavel
pela insercdo e a formagdo de poros na membrana (Bravo et al., 2005). O dominio
central (dominio I1), é composto por trés folhas 3 antiparalelas que tem como fungdo, a
interacdo toxina-receptor (ligacdo ao receptor). Apresenta similaridades estruturais com
varias proteinas ligantes de carboidratos como vitelina (vitelline), lectina (lectin),
jacalina (jacalin) (Maagd et al., 2003). Dominio C — terminal (dominio 111) € composto
por um sanduiche de duas folhas P antiparalelas e esta relacionado com o
reconhecimento do receptor e a insercdo na membrana. Ambos os dominios, Il e 11l sdo
responsaveis pela especificidade do hospedeiro (Bravo et al., 2007). O dominio C —
terminal, também tem como papel importante, além de ajudar no reconhecimento do

receptor, a formacéo do cristal (De Maagd et al., 2001).

1.4 Modo de acdo das proteinas Cry
O estudo do modo de acdo de proteinas Cry sempre foi um assunto central no
meio cientifico com o intuito de tentar compreender a ligacdo com receptores e a

insercdo da toxina na membrana celular do inseto. Hoje, o0 modelo que temos de como
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ocorre a acdo de proteinas Cry ainda ndo é completo, mas se deve, principalmente, a
estudos em insetos da ordem Lepidoptera. (Bravo et al., 2007). O mecanismo de acgéo
das proteinas Cry pode ser dividido em vérias etapas, porém de acordo com os achados,

ha dois modelos muito bem aceitos.

1.4.1 Modo de agdo por formacéo de poros

Esse modelo foi estabelecido baseando-se no conhecimento da interagéo entre a
proteina CrylAb e a vesiculas derivadas da membrana de células do intestino (“brush
border membrane vesicles — BBMV)“ de Manduca sexta. O modelo proposto é
composto de uma sequéncia de etapas que levam a lise das celulas epiteliais do intestino
médio do inseto através da formacao de poros na membrana celular (Bravo et al., 2005).
Proteinas Cry sdo produzidas como protoxinas, e uma vez que sao ingeridas pela larva
chegam ao intestino médio do inseto onde ocorre a solubilizacdo das inclusdes
cristalinas devido ao ambiente alcalino. Essas proteinas solubilizadas sdo clivadas
proteoliticamente em suas porcoes N- e/ou C- terminais por proteases presentes,
ocasionando a ativacdo das mesmas, tornando-as toxinas ativas. Protoxinas grandes
como CrylAa com massa molecular de 130 kDa perdem metade da regido C-terminal e
20 a 50 aminoé&cidos do final da regido N-terminal, e protoxinas pequenas, como a
proteina Cry2Aa, sdo processadas principalmente no final da regido N — terminal
(Gomez et al., 2006). A figura 3 mostra de forma esquematica a representacao dos sitios

de clivagem nas protoxinas Cry.
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Figura 3. Representacdo esquematica dos sitios de clivagem por proteases em algumas proteinas Cry de B.
thurigiensis. As caixas brancas representam os fragmentos clivados da protoxina e as caixas em azul claro indicam
os fragmentos ativos, gerados apds a clivagem proteolitica. As setas pretas indicam os sitios de clivagem nas
porcoes N-terminal e C-terminal, e as setas vermelhas indicam sitios de clivagem intramoleulares (Figura adaptada
de Bravo et al., 2007).

ApoOs 0 processo de clivagem das toxinas, estas sdo inseridas na membrana
celular, porém antes que essa etapa aconteca € necessario que as mesmas liguem-se a
receptores especificos localizados nas microvilosidades das membranas apicais das
células colunares dos insetos suscetiveis das ordens Lepidoptera (Hoffmann et al.,
1988a), Coleoptera (Bravo et al., 1992) Diptera (Hofte & Whiteley, 1989).

Ha quatro tipos especificos de receptores (figura 4) descritos em lepiddpteros,
sendo eles, uma proteina tipo caderina (CADR), uma aminopeptidase-N (APN)
ancorada a glicosilfosfatidil-inositol (GPI), uma fosfatase alcalina (ALP) ancorada a
GPI, e um glicoconjugado de 270 kDa. APN e ALP ancorados a GPI encontram-se
dentro de jangadas lipidicas (”Lipid Rafts ) formando pequenos dominios na membrana

celular (Griffits et al., 2005; Martins et al., 2010).
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Figura 4 Receptores moleculares da proteina CrylAa. CADR, receptor do tipo cadering;
APN, receptor aminopeptidase-N; ALP, receptor fosfatase alcalina; GCR, receptor
glicoconjugado de 270 kDa (Bravo et al., 2007)

A proteina CrylA, usada como modelo de estudo em lepiddpteros, ap6s sofrer
clivagem proteolitica por proteases do inseto, liga-se fortemente as proteinas tipo
caderina (Bt-R1, tipo de receptor encontrado no modelo de estudo Manduca sexta) e
APN (Juaréz et al., 2008). A proteina Cry liga-se fortemente a esses abundantes
receptores, porém essa ligacdo é fraca para promover a localizacdo e concentracdo de
toxinas ativas, sendo necessario que a mesma se ligue a receptores secundarios (Bravo
et al., 2011). Apos ligar-se ao receptor primario, a toxina sofre uma clivagem especifica
na regido N- terminal. Essa clivagem resulta na eliminacéo da hélice alfa-1, presente no
dominio I, o que resulta na formacdo de uma estrutura oligomérica, conhecida como
pré-poro, importante para a inser¢cdo na membrana (Gomez et al., 2002; Bravo et al.,
2007). Em seguida, o pré-poro liga-se a um segundo receptor do tipo APN ancorado a
um glicolipidio (glicosilfosfatidilinositol-GPI), com alta afinidade de ligacao,
permitindo que a estrutura oligomérica seja inserida na membrana, levando entdo a
formacdo de poros e consequentemente a lise celular (Zhuang et al., 2002; Soberon et

al., 2009) (figura 5).
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Figura 5 Modo de agdo de proteinnas CrylA por formacéo de poros na membrana. (A) Estrutura de trés

dominios da proteinna Cry, onde o dominio | esta representado em verde, dominio Il em verde limdo e o dominio
Il em laranja, respectivamente. (B) Etapas sequéncias do modelo de formagdo de poros. 1 — Proteina CrylA
solubilizada € digerida por proteases no ambiente alcalino do inestino médio do inseto; 2 — CrylAa liga-se ao
abundante receptor APN ancorado a GPI e ALP nas jangadas lipidicas. 3 — Ligagao ao receptor caderina facilita a
clivagem proteolitica na al hélice na por¢cdo N-terminal; 4 — A clivagem em N-terminal induz a formacg8o do
oligbmero aumentando a afinidade de ligagdo aos receptors; 6 — O oligdmero é inserido na membrana levando a
formacéo poro e a lise celular (Xu et al., 2014).
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1.4.2 Modo de acéo por transducéo de sinal

Em 2005, Zhang e colaboradores questionaram o modo de acdo proposto
anteriormente, sendo assim propuzeram o modo de acdo baseado na transdugdo de
sinais, onde citotoxicidade ¢ mediada pela ligacdo especifica de monémeros da toxina
Cry em receptores caderina (BT-R;), uma vez que essa ligagdo ativa uma cascata de
sinalizagdo dependente de Mg**, promovendo entdo a morte celular. Além disso, foi
sugerido também que a ligacdo especifica ao receptor do tipo caderina pode ativar a via
de sinalizacdo mediado pela ativacdo de uma proteina G e uma adenilato ciclase,
levando a um aumento nos niveis de AMP ciclico (CAMP), e consequentemente a
ativacdo da proteina quinase A (PKA). Essa cascata de sinalizacdo resulta em uma
desestabilizacdo do citoesqueleto e dos canais i6nicos e como consequéncia leva a

morte celular (Zhang et al., 2006)

1.5Proteinas Cyt

Proteinas Cyt (citoliticas) sdo proteinas formadoras de cristais produzidas por B.
thuringiensis, porém nao possuem nenhuma relacéo estrutural com proteinas Cry, nao
apresentando nenhuma homologia de sequéncia de aminoacidos. Ao contrario das
proteinas Cry, as quais apresentam um espectro de atividade inseticida para
Lepidopteros e Coleopteros, proteinas Cyt apresentam atividade toxica apenas para
dipteros, no caso de mosquitos e borrachudos, mas também apresentam toxicidade para
células de mamifero in vitro, quando em grande quantidade (Butko, 2003).

O grupo de proteinas Cyt é bem menor em rela¢do ao grupos das proteinas Cry,
sendo classificado com base no Comité de Nomenclatura de toxinas de B. thuringiensis
(Bacillus thuringiensis Toxin Nomenclature Avaiable online:

http://www.lifesci.sussex.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/), apenas em trés familias,
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como Cytl (1Aa, 1ADb, 1Ab, 1Ac e 1Ad), Cyt2 (2Aa, 2Ba, 2Bb, 2Bc e 2Ca) e Cyt3
(3Aal) (Crickmore et al., 1989).

A familia de proteinas Cyt tem como estrutura apenas um Unico dominio com
uma arquitetura a-p com folhas-f ao centro cercadas com duas camadas de a-hélices. A
folha-p consiste em 6 folhas-P antiparalelas flanqueadas por uma camada de o — hélice
compostas de al ¢ a2 de um lado e do outro lado, a3-a5 (figura 6) (Cohen et al., 2008;
Cohen et al., 2011; Li et al., 1996). As toxinas Cyt sdo estruturalmente relacionadas
com volvatoxina A2. Volvatoxina é uma toxina cardiotdxica isolada de do cogumelo
comestivel, Volvariella volvacea, em que causa parada cardiaca através da ativacdo de
ATPase Ca?" dependente na fragdo microssomal ventricular, resultando em hemdlise
dos glébulos vermelhos de humanos, e na citotoxicidade para células tumorais e
mitocndrias das células do figado (Lin et al., 2004) (Wu et al., 2006). Através do
alinhamento das sequéncias de aminoacidos de proteinas Cyt revela-se que ha quatro
blocos bem conservados entre elas, sendo o bloco I a hélice al; o bloco II, a regido de

a5 a B5; bloco II1, regido B6-p7; IV bloco 4, regido a6-p8 (Butko, 2003).

CytlAa

Figura 6 Representacao estrutural de proteina Cyt. Dominio Unico da toxina Cyt comport por
uma arquitetura o/p com uma folha - B central cercada por duas a — helices. A folha — B cebtral
consiste em seis folhas — B antiparalelas com duas o — helices (Xu et al., 2014)
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1.5.1 Modo de ac¢éo das proteinas Cyt

Proteinas Cyt sdo sintetizadas como protoxinas e quando ingeridas pelo inseto
sdo solubilizadas no intestino do inseto susceptivel devido ao pH alcalino e ativadas
proteoliticamente pela acdo de proteases do intestino médio, produzindo entdo toxinas
ativas de 25 kDa (Li et al., 1991). As toxinas Cyt ativadas ndo séo capazes de se ligar a
receptores localizados na membrana de células do intestino médio dos insetos,
interagindo entdo com fosfolipideos, como a fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e
esfingomielina. Existem duas hipdteses que explicam a insercdo de toxinas Cyt nas
células o intestino medio: (1) modelo de formacao de poros onde toxina Cyt se liga na
membrana celular, induzindo a formagdo de canais seletivos de calcio em vesiculas da
membrana, conduzindo a lise osmotica da célula (de Maagd et al., 2003; Griffits et al.,
2005) e (2) um modelo de efeito detergente que propde uma agregacdo ndo-especifica
da toxina na superficie da bicamada lipidica levando a desmontagem e morte celular

(Butko, 2003) (Figura 7).
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Figura 7 Representacéo dos dois possiveis modelos de agéo de proteinas Cyt. (A) Modelo por formacgdo de

poros: 1 — Solubilizagdo da proteina; 2 — Ligacdo e insercdo da proteina na bicamada lipidica; 3 — Formagéao do
poro e disfuncdo osmética. (B) Modelo detergente: 1 — Solubilizagdo da proteina; 2 — Ligacdo da proteina na
superficie da bicamada lipidica; 3 — Formacdo de agragados lipidicos e destruicdo da membrana plasmética
(Butko, 2003).
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1.6 Parasporinas

Historicamente, acredita-se que B. thuringiensis foi caracterizados por terem sua
atividade inseticida associada com suas inclusdes cristalinas, embora alguns estudos
tenham demonstrado o contrario, onde novas estirpes de B. thuringiensis com inclusdes
cristalinas foram isoladas do solo e ndo apresentaram atividade inseticida para 0s
insetos testados (Hastowo et al. 1992; Meadows et al. 1992; Roh et al. 1996). Sendo
assim, essas novas estirpes foram classificadas como estirpes produtoras de inclusdes
paraesporais ndo-inseticidas.

Com o intuito de investigar o fato das novas estirpes de B. thuringiensis
apresentarem tal caracteristica, a partir do ano de 1996 vérios estudos baseados na
triagem dessas novas proteinas Cry ndo—inseticidas foram realizados, o que levou a
descoberta de proteinas com toxicidade seletiva para células de cancer humano. Em
1999, Mizuki e seus colaboradores demonstraram o primeiro trabalho em que inclusdes
proteicas ndo—inseticidas de B. thuringiensis apresentaram toxicidade para células de
cancer humano, sendo feita uma triagem com 1.744 (mil quatrocentos e quarenta e
quatro) cepas de B. thuringiensis contra eritrocito de ovelha, onde 60 (sessenta)
induziram uma alta hemolise. A atividade tdxica para células MOLT — 4 (células — T de
leucemia humana) das outras 1.684 ( mil seiscentos e oitenta e quatro) cepas sem
atividade hemolitica foram analisadas e 42 cepas mostraram-se toxicas.

Contudo, novos estudos comecaram a ser feitos e estes tém mostrado que
estirpes de B. thuringiensis isolados do ambiente produzem inclusdes proteicas nao
inseticidas, que apresentam proteinas denominadas parasporinas (PS), ndo apresentando
atividade inseticida, nem hemolitica, como as proteinas Cry e Cyt (Saitoh, 2006).
Mizuki et al. (2000) descreveram essa nhova toxina em uma linhagem de B.
thuringiensis, sendo definida como uma proteina paraesporal de B. thuringiensis, sem

atividade hemolitica e que apresentam toxicidade para células cancerigenas em geral
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(Ohba et al., 2008). Estas sdo atualmente classificadas pelo Comité de Classificagdo e
Nomenclatura de Parasporinas (http//parasporin.fitc.pref.fukuoka.jp/index.html) em seis
grupos (PS1, PS2, PS3, PS4, PS5 e PS6) de acordo com o grau de identidade de suas
sequéncias de aminoacidos (Ohba , 2011).
1.6.1 Parasporina-1

Em 2005, Katayama e colaboradores isolaram, a partir da estirpe A1190 de
Bacillus thuringiensis, a primeira Parasporina, denominada Parasporina — 1 (PS1). A
estirpe A1190 produz inclusbes ndo inseticidas compostas de uma protoxina que
apresenta tamanho 81 kDa e quando esta sofre ativacdo proteolitica por tripsina produz
dois fragmentos, sendo um de 15- e outro de 56-kDa, formando um complexo ativo, ou
seja, estes fragmentos séo 0s responsaveis pela atividade toxica da proteina PS1 quando
em cultura, por mais de 20 horas, com células tumorais Hela (cancer cervical), células
HL60 (leucemia promielocitica humana) e MOLT-4 ( célula leucémica humana)
apresenta atividade toxica, levando a morte destas e a presenca de alteracGes
morfoldgicas nas células, como inchago e fragmentacéo celular (Katayama et al., 2005).

Como é sabido, proteinas Cry tem como mecanismo de acdo a formacdo de
poros na membrana celular, ocasionando o0 aumento da permeabilidade da membrana, o
que leva a morte do inseto. Diferentemente do modo de acdo de proteinas Cry, PSI,
quando incubada com células Hela ndo afeta a permeabilidade da membrana celular, o
que foi mostrado por Katayama e colaboradores em 2007, ap6s um ensaio em que
células Hela, tratadas com PS1 ndo apresentam vazamento de LDH (lactato
desidrogenase) e nem o efluxo de PI (iodeto de propideo), diferentemente de quando as
mesmas células sdo tratadas com streptolisina O de Streptococcus pyogenes. No mesmo
trabalho, os autores demonstraram que PS1 é capaz de causar um influxo de calcio no
interior da célula, que esta diretamente relacionado com a toxicidade da proteina. O

calcio intracelular € um importante regulador da apoptose celular, este leva a ativacao
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de proteinas envolvidas na cascata de ativacdo da morte celular programada, como a

caspase-3, ou seja, sugere-se que a PS1 induza a célula a apoptose.

1.6.2 Parasporina -2

Parasporina — 2 (PS2) foi primeiramente descoberta em uma estirpe de B.
thuringiensis A1547, a qual pertence a B. thuringiensis serovar Dakota (H15) (Kim et
al., 2000). Ito e colaboradores (2004) demonstraram que PS2 quando produzida é
encontrada na sua forma ativa como uma proteina de 37 kDa, a qual apresenta uma
limitada similaridade de sequéncia com a maioria das proteinas Cry e Cyt descritas
anteriormente, porém apresenta 23,5 % de identidade nas sequéncias de aminoacidos
com Cryl5Aa, proteina que pertence a familia de toxinas da espécie B. sphaericus.
Quando sofre ativagdo proteolitica pela enzima proteinase K perde 51 e 36 residuos de
aminodacido nas por¢des N- e C- terminal, produzindo um fragmento ativo de 30 kDa.
Quando a forma ativa é exposta a células tumorais dos tipos MOLT-4, Jurkast (Células
T leucémicas), Sawano (células de cancer uterino), HepG2 (células de cancer hepatdcito
humano), MCF-7 (células de cancer de mama humano), MDA-MB-231 (célula de
cancer de mama humano invasivo), PC-3 (célula de cancer de préstata) e Caco-2 (célula
de cancer de colo) apresentam uma alta toxicidade levando a morte das células apos o
tratamento por 24 horas (Ito, A et al., 2004; Brasseur et al., 2015).

Por meio da técnica de cristalografia de raio — X foi possivel determinar a
estrutura cristalografica da PS2, mostrando que esta € uma proteina com estrutura de 3
dominios (Akiba et al., 2009) como as proteinas Cry citadas anteriormente. Por esse
motivo, a PS2 foi enquadrada na grande familia de toxinas formadoras de poros (f —
PFT), representada por aerolisinas de Aeromas hydrophila, que é uma toxina capaz de

matar células susceptiveis através de formacdo de poros na membrana plasmatica
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(Rossjohn et al., 1998) sugerindo que esta toxina apresente um mecanismo de acéo
caracteristico ao mecanismo de formacéo de poros na membrana.

Estudos ainda estdo sendo feitos para desvendar melhor como se da o
mecanismo de acdo de proteinas PS2 em células tumorais. Inicialmente foi mostrado
que a toxina se liga a membrana da célula susceptivel por meio de receptores, ndo
descritos até o momento. Apos a ligacdo ao receptor, a toxina ativa é organizada na
superficie da membrana na forma de oligbmeros. Esses complexos oligoméricos sdo
formados em regiGes da membrana, as jangadas lipidicas, que sdo estruturas localizadas
nos micro dominios da membrana plasmatica, e que apresentam um papel importante na
sinalizagdo de proteinas, ocasionando a formacdo de poros na membrana e a
consequente lise celular ocasionando em sua morte (Ito, et al., 2004; Kitada et al., 2006,
Akiba et al 2009). Porém, em 2015, Kevin Brasseur e colaboradores mostraram que o
mecanismo de acdo de PS2 esta vinculado a morte celular programada. Isolaram PS2
(Cry46) a partir da estirpe 4R2 de B. thuringiensis e mostraram, através de microscopia
que células HepG2, MCF-7 e Caco-2 ndo apresentavam mudancas morfoldgicas como,
inchaco celular, formacao de bolhas, lise da célula, desestabilizagdo dos microtubulos e
filamentos de actina, fragmentacdo da mitocondria e reticulo endoplasmatico que
haviam sido mostradas anteriormente (Ito et al., 2004; Kitada et al., 2006, Akiba et al
2009), pelo contrario, mostraram que as células tratadas apresentavam caracteristica de
encolhimento, supondo entdo que PS2 possa induzir apoptose em células cancerigenas.
Diante desses resultados, estudaram essa hipotese e chegaram a conclusdo de que PS2 é

capaz de ativar a cascata de caspases que leva a morte celular programada.

1.6.3 Parasporina-3
A parasporina — 3(PS3) foi identificada em uma Unica estirpe de B. thuringiesis

Al1462, isolada de solo japonés (Mizuki et al., 1999a). Duas protéinas (PS3Aal e
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PS3Abl) foram identificadas e bioensaios mostraram que essas proteinas nao
apresentavam toxicidade para insetos. Ambas as proteinas apresentam massa molecular
de 88 kDa e da mesma forma que as outras protoxinas de B. thuringiensis, precisam ser
clivadas proteoliticamente para tornarem-se toxinas ativas, sendo assim, quando s&o
clivadas por proteinase K em sua porgdes N- terminais, formas ativas da toxina com
massa molecular de 64 kDa sdo produzidas (Yamashita et al., 2000). Em 2005,
Yamashita e colaboradores mostraram que as duas toxinas PS3 apresentaram atividade
toxica para células HL60 e HepG2, sendo que em células HepG2 foi observado que,
quando tratadas com as toxinas havia vazamento de lactato desidrogenase (LDH), o que
indica que essas toxinas causam permeabilidade de membrana, sugerindo que seu
mecanismo de agdo seja por formacdo de poros na membrana. Mostraram também,
atraves da analise de sequéncia que as proteinas, PS3Aal e PS3Abl) apresentam 88%
de homologia de sequencia e estas, apesar de apresentarem baixa similaridade com
proteinas Cry e Cyt, apresentam cinco blocos de regides conservadas da estrutura de
trés dominios de proteinas Cry, 0 que provavelmente permite que proteinas do grupo
PS3 apresentem similaridade de ligacdo a receptor em células alvo, confirmando o
possivel mecanismo de acédo de formacdo de poros (Ohba et al., 2009).
1.6.4 Parasporina -4

Parasporina — 4 (PS4), assim como as anteriormente citadas, também foi isolada
a partir de uma estirpe de B. thuringiensis A1470. Da mesma forma precisa ser clivada
proteoliticamente para torna-se uma toxina ativa, sendo assim quando tratada com
proteinase K esta produz um fragmento ativo de 26 kDa, o qual apresenta alta
citotoxicidade para células de cancer MOLT-4, CACO-2 (cancer de colo humano),
Sawano, TCS (human uterus cervix cancer) e células HL60 ( Lee et al 2001; Okumura

et al., 2001; Okumura et al., 2004; Saitoh et al., 2006 Okumura et al., 2008).
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Em 2011, um estudo realizado por Shiro Okumura e colaboradores foi mostrado
que a PS4 é capaz de formar poros na membrana plasmatica de células susceptiveis
devido ao fato de ocorrer vazamento de LDH, visto que este ndo é capaz de atravessar a
membrana, sendo liberado apenas quando ocorre lise da mesma. Observaram também,
através do ensaio de Citometria de Fluxo que PS4 é capaz de se ligar a membrana
plasmética das células susceptiveis, porém de forma inespecifica, sendo também capaz
de formar complexos oligoméricos, no caso heptdmeros, na membrana, o que ajuda no
mecanismo de acdo de formacéo de poros.

Através da analise da sequéncia de aminoacidos é sugerido que a PS4 pertenca a
familia do tipo aerolisinas B- PFT - ‘aerolysin-type p — PFT family ’, familia a qual é
conhecida por formar complexos oligoméricos na membrana plasmatica ocasionando na
formacdo de poros na membrana (Okumura et al., 2011), porém, apesar de pertencer a
essa familia a mesma ndo compartilha homologia de sequéncia com proteinas, como
streptolysin O de S. pyogenes (Palmer et al., 1998), pneumolysin de Streptococcus
pneumoniae (Tilley et al., 2005) e perfringolysin de C. perfringens (Czajkowsky et al.,
2004), que pertencem a familia citolisina colesterol — dependente ‘Cholesterol —
dependente cytolysin (CDC)’ , sendo entdo uma proteina colesterol independente
‘Cholesterol - independet’. Por essas evidéncias € sugerido que a PS4 seja uma proteina
formadora de poros, assim como a PS2 mas que diferentemente dela, o tipo quatro da
familia de parasporina ndo é capaz de induzir a célula a apoptose (Okumura et al.,

2011).

1.6.5 Estrutura tridimensional das Parasporinas 2 e 4

As estruturas cristalinas das proteinas PS2 e de uma proteina ndo toxica
(nontoxic) de 26 kDa isolada da cepa A1470 de B. thuringiensis foram determinadas. A

proteina de 26 kDa foi comparada com a toxina PS4 e estas compartilham 38% de
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identidade de sequéncia, ou seja, essa proteina é uma proteina tipo parasporina — 4 (like
parasporin -4) (Akiba et al., 2009; Akiba et al., 2006; Akiba et al., 2004), sendo assim
a estrutura da PS4 foi gerada por SWISS-MODEL, onde a proteina de 26 kDa foi usada
como molde (Guex et al., 2009) (figura 8) SWISS-MODEL é uma plataforma de
bioinforméatica que permite modelar, por homologia de sequéncia, estruturas
tridimensionais de proteinas conhecidas, com base em sua sequéncia lotada em um
banco de dados (Schwede et al., 2003).

Toxinas (PS2 e PS4) como mencionado anteriormente possuem uma
similaridade estrutural significativa com proteinas da familia das aerolisinas, sendo
assim estas fazem parte da familia de proteinas formadoras de poros, compartilhando
semelhancas entre seus dominios estruturais (figura 8). E sugerido que o dominio |
dessas proteinas esteja relacionado com o importante papel de ligacdo e interagdo com
receptores ancorados a GPI (Cole et al., 2004) caracteristica importante relacionada co
mecanismo de formacédo de poros. Apenas no dominio I encontram-se a-hélices, sendo
quatro a - hélices curtas encontradas na PS2 e duas o - hélices separadas na proteina
tipo parasporina -4. Ainda no primeiro dominio é localizado na por¢do N- terminal uma
pequena volta em folhas - B (p — hairpin) e na porcdo C- terminal uma parte mais longa
na cadeia - B. Em proteinas tipo aerolisinas, pertencentes a grande familia de B-PFTs, ha
a presenca abundante de anéis aromaticos, 0s quais sdo responsaveis pela ligacdo de
carboidratos, como glicose e galactose, formando a interacdo proteina — carboidrato,
sendo uma interacdo importante pois esta pode contribuir para a ligacdo especifica de
varias proteinas ligantes de agucar (Payne et al., 2011).

O dominio 1l da toxina PS2 é formado por quatro folhas - B que encontram-se
muito préximas ao dominio | associando-se com as hélices do dominio | através de
interacOes hidrofobicas. A superficie interna das quatro folhas-f associa-se a uma volta

B (B-hairpin) anfipatica formando um ndcleo hidrofébico, onde € estabilizado por pontes
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de hidrogénio (Akiba et al., 2006; Akiba et al., 2009), onde tal disposicéo apresenta um
papel importante para o dobramento da proteina (Schwartz et al., 2001). Nos modelos
estruturais baseados em toxinas aerolisinas, o B-hairpin anfipatico esta relacionado com
a transposicdo da proteina na membrana, ou seja, este dominio estd intimamente
relacionado com a formacdo de poros (Melton et al., 2004). Além disso, PS2 possui
uma notével distribuicdo de residuos serina e treonina hidrofobicos nas cadeias - f
adjacentes a volta do B-hairpin (Akiba et al., 2009), o que também é encontrado em
outras estruturas de proteinas da classe de B-PFTs, como por exemplo ETX, aerolisinas,
a — toxina e MTXs (Cole et al., 2004), pontuando novamente que essas sequéncias
participam no processo de transmembrana e reforcando o papel do dominio 1l como

importante na formagéo de poros na membrana.

O dominio 11 tanto da PS2 como da proteina tipo parasporina — 4 de 26 kDa
consistem em uma cadeia tripla de folhas — B antiparalelas ¢ uma cadeia dupla de folhas
— B antiparalelas, onde essas interagem formando um sanduiche de folhas - B (Akiba et
al., 2006). Quando a toxina PS2 é clivada por acdo de proteases, o final da regido C-
terminal da proteina é removido durante essa digestdo proteolitica. No ato dessa
remocdo ocorre a perda de uma parte o ndcleo hidrofébico localizado no interior desse
sanduiche formado pelas folhas - B, sendo este exposto, formando um pequeno trecho
hidrofébico na superficie da cadeia - B, sugerindo que essa ativagdo no C- terminal
esteja relacionada com a oligomerizacdo da toxina na membrana da célula (Akiba et al.,

2009).
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Domain 1

Domain ITI

A

Parasporin-2 Nontoxic 26 kDa protein

~

Domain 11

Domain I\

Clostridium perfringens Clostridium perfringens Lacetiportus sulphureus Aeromonas hydrophila

Enterotoxin Epsilon toxin Lectin Proacrolysin

Figura 8 Comparacéo estrutural entre parasporina — 2, proteina ndo tdxica de 26 kDa e aerolisinas. Em
verde claro esta representado o dominio N-terminal; Em verde limao dominios relacionadas a insercdo na
membrana e em laranja, dominio relacionado a formacédo de poros. Em rosa, esta o a alca — 3 a qual sugere-se

estar relacionada com a formagéo de poro (Xu et al., 2014).
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2. Baculovirus

Os virus pertencentes a familia Baculoviridae sdo capazes de infectar diversas
ordens de insetos, principalmente insetos das ordens Lepidoptera, Diptera e
Hymenoptara (Miller, 1997). Devido a sua alta viruléncia, especificidade para insetos e
estabilidade no ambiente, o virus tem sido utilizado como bioinseticida no controle de
pragas agricolas e florestais, sendo entdo uma boa alternativa aos pesticidas quimicos
(Szewczyk et al., 2009).

Além de serem usados como bioinseticida, baculovirus tem sido usado como
uma importante ferramenta biotecnoldgica em que seu ciclo de infeccdo é usado como
um sistema de expressao em células de inseto, tornando-se um importante sistema para
producdo de proteinas recombinantes, sendo também potenciais candidatos para terapia

génica (Hitchman et al., 2009; Kost et al., 2005).

2.1 Estrutura e taxonomia

A familia Baculoviridae é composta de virus onde o genoma € composto de
DNA circular dupla — fita que varia de 80 a 180 pares de bases, e é envolto por um
capsideo protéico em forma de bastdo, o que constitui uma unidade infectiva, o
nucleocapsideo. Baculovirus infectam membros do filo Artrophoda, principalmente das
ordens Lepidoptera, Diptera e Hymenoptera. Apresenta-se subdividida em quatro
géneros que sao classificados baseando-se nas evidéncias filogenéticas e caracteristicas
moleculares, como: Alphabaculovirus — nucleopoliedrovirus (NPVs) especificos de
lepidopteras, Betabaculovirus — granulovirus (GVs) especificos de lepiddpteros,
Gammabaculovirus — NPVs especificos de hemindpteras e Deltabaculovirus — NPVs
especificos de dipteras (Jehle et al., 2006).

Durante o ciclo de infeccdo, as particulas virais assumem dois tipos de fenotipos

distintos, mas que sdo geneticamente idénticos. Sdo as formas virais, “budded virus -
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BV (virus brotado) e “occlusion — derived virus — ODV” (virus derivado da ocluséo).
O primeiro fen6tipo é formado no processo de brotamento pela membrana
citoplasmatica da células hospedeira para 0 meio extracelular, infectando células
vizinhas e consequentemente disseminando a infeccdo, sendo entdo responsavel pela
infecgdo horizontal. O segundo fenotipo, “occlusion — derived virus — ODV” (virus
derivado de oclus&o) é formado no ndcleo da célula de inseto. Este é envolto por uma
matriz protéica em uma fase tardia de infecgdo, formando entdo estruturas cristalinas
chamadas de corpos de oclusdo (OBs). Apesar de serem idénticos geneticamente, estes
desempenham papéis diferentes durante o ciclo de infec¢do viral, como a forma de
entrada na célula do hospeiro e infectividade.. (Blissard, 1996).

Os baculovirus apresentam suas particulas virais ocluidas por uma matriz
proteica cristalina, o que forma um corpo de ocluséo poliédrico, variando de 0,15 a 15
pm de diametro, podendo ser chamado de poliedro, composto por subunidades de
poliedrina, uma proteina com de cerca de 29.000 daltons, que corresponde a 95% do
conteddo protéico do OB (Braunagel et al., 2003; Maruniak, 1986). .

A oclusdo dos virus é de muita importancia para garantir protecdo a particula
viral na transmissao dos virus de inseto para inseto (Blissard & Rohrmann, 1990), visto
que estes sdo altamente estaveis, podendo sobreviver no ambiente ao longo de décadas.

(Braunagel et al., 2003).

2.2 Baculovirus como vetor de expresséao (BEV)

Baculovirus sdo também usados como vetor de expressdo de proteinas
heter6logas (BEV) em células de insetos (in vitro) e em insetos (in vivo) (Castro et al.,
1999). O BEV é bastante usado para a expressdo de proteinas heterdlogas derivadas de

agentes patogénicos para desenvolvimento de vacinas e para diagnose, além do seu uso
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potencial na terapia génica como agentes de entrega de genes, pois sdo capazes de
transduzir células de mamiferos (O’Reilly et al., 1992).

A expressdo génica viral acontece em cascata e e dividida em duas fases, sendo
a primeira, fase precoce (early), onde os eventos ocorrem antes da replicacdo do DNA
viral e a segunda, fase tardia (late), expressao de genes pés-replicacdo do DNA viral
(Blissard & Rohrmann, 1990). A producdo de proteinas responsaveis pela construcao de
BV, sdo produzidas no inicio da fase tardia, de 6-15 horas pés infec¢do, quando ocorre a
replicacdo do DNA viral e montagem das particulas BV (Lu & Miller, 1997). A
poliedrina, € a principal proteina de um corpo de ocluséo proteico (também denominado
de poliedro ou OB), que é produzido no nucleo das células infectadas, na fase tardia da
infeccdo e contem as particulas ODV no seu interior (Rohrmann, 1986). A poliedrina é
altamente expressa durante a infeccao viral e ndo é essencial para replicacdo viral. Desta
forma, a regido no genoma viral que corresponde ao gene da poliedrina € utilizada para
a construcdo de baculovirus recombinates para de expressdo de proteinas heterdlogas
(O’ Reilly et al., 1992).

Tani et al. (2003) demostraram que baculovirus podem ser usados como potente
vetor de entrega génica em células de mamiferos, pois estes infectam e a0 mesmo
tempo sdo incapazes de se replicar, sendo seguros para a manipulacdo humana. O fato
de ndo se replicarem em células de mamiferos esta relacionado com a auséncia ou a
limitada transcricdo dos seus principais genes regulatorios (Liu et al., 2007).

Ha trabalhos descritos na literatura que mostram a eficiente expressdo de
proteina as Cry de B. thuringiensis pelo sistema de expressdo baseados em baculovirus
e células de inseto, tendo como objetivo de se estudar as proteinas isoladamente e para o
aumento da patogenicidade viral em insetos-praga (Martens et al., 1995; Merryweather
et al., 1990; Ribeiro et al., 1993, 1998, Aguiar et al., 2006;Lima et al., 2008; Martins et

al., 2008; Aguiar et al., 2012, Corréa et al., 2013).
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3. Céncer

Céncer € o nome dado a um grupo formado por mais de cem doencas
caracterizadas por uma sequéncia de eventos anormais na fisiologia da célula, os quais
levam a proliferacdo descontrolada, a capacidade de se expandir para outros tecidos
(metéstase) e a imortalidade das células (American Cancer Society, 2016; Instituto
Nacional de Cancer — INCA, 2016).

O céncer é uma das principais doencas que causa morte no mundo, sendo que
em 2013, 14,1 milhdes de casos novos de cancer e 8,2 milhdes de mortes relacionados
ao cancer foram relatados no mundo. Estima-se que no ano de 2030, serdo 21,4 milhdes
de casos novos de cancer e 13,2 milhdes de mortes (Oranizagdo Mundial da Saude —
OMS). As estimativas para 0 anos 2016-2017 no Brasil apontam a ocorréncia de
aproximadamente 596.070 casos novos, incluindo os casos de pele ndo melanoma,
sendo que desses 49% (209,960) em mulheres e 51% (214.350) em homens. Os tipos
mais incidentes serdo os de pele ndo melanoma, mama, colorretal, colo do Utero, e de
pulmdo para os sexo feminino, ja para o0 sexo masculino, os tipos mais incidentes serdo
canceres de pele ndo melanoma, prostata, pulméo, colorretal e estbmago (Tabela 2)

(Instituto Nacional de Cancer — INCA).

Tabela 2. Estimativas de novos casos de cancer em Homens e Mulheres em 2016/2017
(INCA 2016)

Localizagdo primaria Casos % Localiza¢do primaria Casos %
Mama 57.960 28,1%
H L\ Célon e Reto 17.620 8,6%
Colo do dtero 16.340 7.9%
Traguéia, Brénguio e Pulm@o  10.890 5,3%
Estébmago 7.600 3,7%
Corpo do Utero 6.950 3,4%
Ovidrio 6.150 3,0%
Glandula Tiredide 5.870 2,9%
Linforna n3o Hodgkin 5.030 2,4%
Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%
Leucemias 4.530 2,2%
Cavidade Oral 4.350 2,1%
Estfago 2.860 1,4%
Pele Melanoma 2.670 1,3%
Bexiga 2.470 1,2%
Linfoerna Hodgkin 1.010 0,5%
Laringe 950 0,5%
Todas as Neoplasias sem pele* 205.950
Todas as Neoplasias 300.870
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O surgimento do tumor da-se devido a véarios eventos, podendo ser fatores
internos como mutacgdes herdadas, dinfuncdo hormonal, condi¢cBes imunoldgicas e
mutacdes geradas em decorréncia do metabolismo ou fatores externos como agentes
infecciosos, agentes quimicos e radiacdo ionizante (American Cancer Society, 2016).

A escolha da terapia mais adequada e a formulagdo do prognéstico para um
paciente com cancer séo feitos com base no conhecimento clinico sobre a extensdo da
doenca e seu comportamento biolégico. Em casos de mulheres portadoras do cancer de
mama, tipo de cancer que mais acomete mulheres no Brasil, o tratamento é baseado em
cirurgia (retirada da mama), quimioterapia, radioterapia e na terapia hormonal, sendo a
cirugia o principal tratamento dentre os outros (Purushotham et al., 2012).

A terapia hormonal envolve o uso de inibidores enzimaticos, como inibidores da
aromatase, os quais bloqueiam a conversdo de hormdnios androgénicos em estrogeno,
impedindo o crescimento do tumor, e também de moduladores de receptores hormonais,
como o tamoxifeno, utilizado para modular o efeito do estrégeno (Li et al., 2009;
Puhalla et al., 2012).

A terapia com produtos biotecnologicos tem sido muito utilizada, como por
exemplo, o uso de trastuzumab (Herceptin®), anticorpo monoclonal que se liga
seletivamente a HER-2, gene responsavel pela expressdo da proteina HER-2, que tem
um papel regulador nas células normais, sendo um proto-oncogene. Uma vez que esse
gene € superexpresso, significa que a mulher é portadora do cancer de mama. Sendo
assim, o tratamento com trastuzumab é combinado com a terapia hormonal e com 0 uso
de quimioterapuicos, sendo capaz de aumentar a sobrevida dos pacientes, porém essa
combinacdo esta relacionada com o aparecimento de toxicidade cardiaca (Maughan et
al., 2010; Harbeck, 2011; Pegram & Liao, 2012).

E de grande importancia a descoberta de novas tecnologias para o tratamento de

cancer, sendo assim, o estudo de Parasporinas pode ser algo de extrema relevancia, uma
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vez que essas toxinas apresentam certa toxicidade a células tumorais, podendo ser
usada, futuramente como uma ferramenta biotecnolégica.

4. Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo, a expressdo da protéina PS2 de B.

thuringiensis em células de inseto e a analise de sua atividade tdxica in vitro.

4.1 Obijetivos especificos

e Construgdo de um baculovirus recombinante contendo o0 gene ps2 de B.
thuringiensis;

e Andlise da expressdo da protéina PS2 em células de inseto infectadas pelo virus
recombinante;

e Purificacdo da proteina PS2 recombinante e analise de sua atividade citotoxica
em células tumorais e células de inseto;

e Andlise morfoldgica dos cristais da protéina recombinate

e Andlise morfoldgica das células tratadas com a protéina recombinante.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1C¢élulas e Virus

Neste trabalho foram utilizados os virus Autographa californica multiple
nucleopolyhedrovirus (AcMNPV), o virus recombinante vAc/occ-, que ndo possui 0
gene da poliedrina, ndo produzindo poliedros (Ardisson-Aradjo et al., 2013), e 0 virus
recombinante chamado de VACPS2His construido neste trabalho. Os virus foram
propagados em células BTI-Tn5B1-4 derivadas de Trichoplusia ni (Granados et al.,
1994), células IPLB-Sf21-AE (Sf21) e Sf9, derivadas de Spodoptera frugiperda
(Vaughn et al, 1977), mantidas em meio TC-100 (Gibco-BRL) suplementado com
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10% de soro fetal bovino mantidas a 27°C. Células de Escherichia coli DH5a
(Invitrogen) foram utilizadas como hospederias para a maioria dos plasmideos
utilizados no presente trabalho. No entanto, em experimentos envolvendo Bac-to-Bac
“Baculovirus Expression System” (Invitrogen), foram utilizadas células E. coli
DH10Bac que possuem o Bacmideo, o genoma completo de baculovirus em forma de
um grande plasmideo, e um plasmideo chamado Helper, que codificam enzimas
chamadas transposases, capazes de reconhecer sitios de transposicdo do vetor de
transferéncia e o Bacmideo, para que 0 gene de interesse seja transposto do vetor de
transferéncia para o bacmideo (Invitrogen).

Para avaliacdo da atividade antitumoral das proteina PS2 de B. thuringiensis,
foram usadas linhagens celulares de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231, obtidas
do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ — Associacdo Técnico Cientifica Paul
Ehrlich Inmetro). Como controle foi usada a linhagem ndo tumoral de fibroblasto de
polpa dentaria humana saudavel, cedida pelo Departamento de Genética e Morfologia
do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia — UnB.

As células (MCF-7 e Fibroblasto) foram cultivadas em meio Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEN) (Gibco — Life Technologies — Carlsbad, CA, EUA),
mantidas a 37°C com 5% de CO,, diferentemente das células MDA-MB-231 que foram
cultivadas em meio Leibovitz L15 (Sigma — Aldrich — St. Louis, MO, EUA) a 37°C na
auséncia de CO,. Ambos os meios foram suplementados com 10% de soro fetal bovino
inativado (SFB) (Gibco — Life Technologies — Carlsbad, CA, EUA) e 25 pg/mL de

gentamicina.

5.2 Montagem do gene PS2 e clonagem.

O gene ps2 foi sintetizado pela empresa IDT (Integrate DNA Technologies)

em trés fragmentos de 370 pares de bases (pb) a partir de uma sequéncia de
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nucleotideos presente no banco de dados (GenBank — nimero de acesso: AB099515

https://www.nchi.nlm.nih.gov/nucleotide/32469225%report=genbank&log$=nuclalign&

blast_rank=1&RID=NCA2MEDKO01R) isolado da bactéria de B. thuringiensis serovar

Dakota (Ito, A. et al., 2004).

A montagem do gene foi feita por meio da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) por “overlap” (sobreposi¢do) (Figura 9) dos trés fragmentos sintetizados,
gerando o gene ps2 inteiro, como é mostrado no esquema da Figura 10. Os fragmentos
foram amplificados por meio da PCR, segundo as instru¢des do fabricante da enzima
LongAmp® Tag DNA Polymerase (New England BioLabs®,.), com o uso de
oligonucleotideos Ps2Aa-Fragl F (5’-ggatccATGcatcaccatcaccatc-3”), Ps2Aa-Frag2 R
(5’-gctcttaactgaatagttcttctac-3) e Ps2Aa- Frag3 R (5’-aagcttctaattcceccattttggg-3°) que
foram desenhados a partir da sequencia do gene ps2 ja publicada. Sitios de restricdo
para a enzima BamHI e Hindlll e uma sequéncia de seis histidinas foram adicionadas
(letras em vermelho) a sequencia, como mostrado na Figura 9. O programa de PCR
utilizado para a reacdo de montagem do gene foi de 94 °C/1 min, 30 ciclos de 94
°C/1min, 51°C/40 seg, e 65 °C/40 seg e uma extensdo final de 65 °C/7 min. O resultado
da PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose 0.8% de acordo com o

protocolo descrito em Sambrook, et. al., (1989).

5' = BamHI - gene P52 Hingll = 3

Figura 9. Esquema representativo do gene ps2. Em amarelo sitios de restricdo BamHI e Hindlll,
respectivamente; em vermelho, a sequéncia de seis histidinas, em branco, a sequéncia de

nucleotideos referente ao gene.
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Figura 10. Esquema representativo da construcdo do gene ps2 por overlap. Primeira reacdo de
amplificacdo, onde o fragmento 1 e o fragmento 2 apresentem regido de sobreposicdo (em roxo). (1)
Fragmento gerado (juncdo dos fragmentos 1 e 2). (Ill) Segunda reacdo de amplificacdo, onde ¢
fragmento 1 + 2 apresenta regido de sobreposicdo (em roxo) com o fragmento 3. (IV) gene ps2 apds
juncdo dos trés fragmentos. Setas coloridas indicam os oligonucleotideos. Em vernelho oligonucleotidec
forward fragmento 1; em laranja oligonucleotideo reverse fragmento 2 e em verde, oligonucleotideo

reverse fragmento 3.

O fragmento de DNA com o tamanho esperado para o gene ps2 (1.100 pb),
foi eluido do gel, usando o Kit GFX DNA and Gel Band Purification (GE) seguindo as
instrucdes do fabricante. Este, apds purificacao foi clonado no vetor pGem-T® easy
- Promega (Figura 11), de acordo com o protocolo de instrugdes do fabricante,
gerando o plasmideo pGemPs2Aa6xHis. A confirmacdo do plasmideo foi feita por
digestdo com a enzima de restricdo EcoRI onde foi liberado um fragmento de 1.100
pb referente ao gene ps2 e um fragmento de 3.000pb referente ao vetor pGem-T®
easy, e também por sequenciamento dos cassetes de expressdo (Macrogen, Coréia

do Sul).
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Figura 11. Esquema do vetor pGem — T Easy (Promega). O sitio de multiclonagem com a
localizagdo de cada enzima de restricdo, 0 gene lac-Z e o gene de resisténcia ao antibidtico

ampicilina sdo mostrados na figura. Além disso, a posicdo de anelmaneto dos oligonucleotideos SP6E

. , . ® ®
e T7 sdo também mostrados (Foto retirada do Manual Técnico - pGEM -T and pGEM -T Easy
vector Systems.

5.3 Clonagem do gene ps2 no vetor de transferéncia

O plasmideo contendo o gene ps2 (pGemPs26xHis) foi digerido com enzimas de
restricdo BamHI e Hindlll (Promega) de acordo com o protocolo de instrucdes do
fabricante. Da mesma forma, o vetor pFastBacl™ (Invitrogen) (Figura 11) foi digerido
com as mesmas enzimas. Ambas as reacdes de digestao foram mantidas a 37 °C por 16h
(‘overnight’).

O vetor de transferéncia pFastBacl™ (Figura 12) é usado para clonagem de
genes heter6logos que serdo introduzidos no genoma do baculovirus Autographa
californica multiple nucleopolyhedrovirus (AcMNPV). Este foi usado para reacdo de
ligacdo com o fragmento digerido referente ao gene ps2 utilizando a enzima T4 DNA

ligase (Promega) de acordo com o protocolo de instrugdes do fabricante.
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Figura 12. Esquema do vetor pFastBacl (Invitrogen). Os sitios reconhecidos pelas enzimas de restricéc

BamHI e Hindlll; o Promotor da Poliedrina (Pp,,,), 0 qual permite um alto nivel de expressdo da proteina

recombinante em células de inseto; SV40 — Sinal de poliadenilacdo, que permite uma eficiente terminacdo da
transcricdo e poliadenilacdo do RNA mensageiro (mMRNA); os sitios de Tn7L e Tn7R, que sdo elementos que
permitem a transposicdo sitio-especifica do gene de interesse para o genoma do baculovirus; os genes,

ampicilina, para selecionar o plasmideo em E. coli, e gentamicina, que permite a selecdo do bacmideo

recombinante em DHloBacTNI E. coli; e pUC\origin, que permite o alto nivel de copias em E. coli.

Apos a ligacdo, foi realizada uma transformacao pelo método de choque térmico
(Sambrook et al., 1989), onde foram utilizadas celulas E. coli DH5a quimio-
competentes comerciais (Invitrogen). Os clones resultantes da transformacdo foram
selecionados por resisténcia aos antibioticos ampicilina (50 ug/mL) e gentamicina (7
pug/mL). Colonias resultantes da transformagao foram coletadas e crescidas em 1 mL de
meio LB liquido (Luria-Bertani broth - Gibco® LB Broth — ThermoFisher Scientific;
10g de peptona; 5g de extrato de levedura; 5g de cloreto de sddio) com os respectivos
antibioticos a 37 °C por 16h. Posteriormente, foi feita uma extracdo plasmidial por lise
alcalina (Sambrook et al., 1989), onde 900 ul do pré-inéculo foi centrifugado por 1 min
a 14.000 rpm (Microcentrifuga 5418 — Eppendorf). O sobrenadante foi aspirado e o
sedimento (células bacterianas) resultante da centrifugacéo foi ressuspendido em 100 pl

de solucéo I (50 mM glicose, 25 mM Tris-HCL pH 8, 10 mM EDTA pH 8) seguido de
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acréscimo de 200 pl de solugao IT (NaOH 0,2 M, SDS 2%) e incubado 5 min a
temperatura ambiente, acrescidos de 150 pl de solucdo III (acetato de potassio SM,
acido acético glacial, H,0) e incubado no gelo por 20 min. Apés a incubacdo, a amostra
foi centrifugada por 10 min a 14.000 rpm (Centrifuga 5418 — Eppendorf) e o
sobrenadante foi retirado e transferido para um tubo novo onde foi acrescido 220 pl de
cloroférmio, seguido de homogeneizacdo e centrifugacdo por 10 min a 14.000 rpm
(Microcentrifuga 5418 — Eppendorf). Ap6s a centrifugacdo, resultaram duas fases, uma
organica e uma aquosa. A fase aquosa (fase superior) foi coletada e transferida para um
novo tubo onde foram acrescidos 350 ul (0,6%) de alcool isopropilico, seguido de
centrifugacdo por 10 min a 14.000 rpm (Microcentrifuga — 5418 — Eppendorf). O
sobrenadante foi retirado e ao precipitado foram adicionados 500 pl de alcool etilico
70%, onde a amostra foi centrifugada pela Ultima vez por 10 min a 14.000 rpm. Ao
final, o sobrenadante foi descartado e o precipitado que corresponde ao DNA, foi
ressuspendido em 20 ul de agua destilada.

Como forma de confirmacédo da clonagem, foi realizada uma reacéo de digestao
com as enzimas de restricdo BamHI e Hindlll (Promega) onde foram utilizados para
essa reagao 7ul de DNA plasmidial, 1ul de tampao 10X (Promega), 1ul de BSA 10X
(albumina bovina sérica) (Promega), 1U de enzima BamHI (Promega), 1U de enzima
Hindlll (Promega), e agua “milli-Q*“ para um volume final de 10ul. O resultado da
digestdo foi analisado por eletroforese em gel de agarose 0.8% como descrito acima.

Dois plasmideos confirmados foram sequenciados. (Macrogen, Coréia do Sul).

5.3 Obtencéo do baculovirus recombinante

O plasmideo (pFastPs26xHis), obtido no passo anterior, foi usado para
construcdo do baculovirus recombinante, onde este foi transformado em células

DH10Bac™ E. coli, as quais possuem o genoma do baculovirus ACMNPV na forma de
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um grande plasmideo (bacmideo) bMON14271 (136 kb), que possui 0 gene de
resisténcia a kanamicina, um segmento de DNA que codifica o peptideo LacZa e um
sitio de transposicdo bacteriana Tn7 (mini-attTn7). Bacmideos recombinantes s&o
gerados por transposicdo do fragmetno de DNA flanqueado pelas regides Tn7L e Tn7R
do plasmideo doador pFastBac™ para o sitio mini-attTn7 presente no bacmideo. A
transposicdo que ocorre com o auxilio do plasmideo Helper, pPMON7124 (13.2 kb), que
também estd presente na célula DH10Bac™ E. coli. O plasmideo helper codifica
transposases que promovem a transposicdo do fragmento flanqueado pelas regibes
Tn7L e Tn7R , e possui resisténcia a tetraciclina (Bac-to-Bac® — Invitrogen). Células
DH10Bac™ quimiocompetentes foram entdo, trasnsformadas com o plasmideo
pFastBacPs26xHis (Sambrook et al., 1989) e plaqueadas em meio de cultura LB (Luria
Broth — Ultrapure Affymetrix® — peptona caseina 10 mg/mL; extrato de levedura 5
mg/L; cloreto de sodio 10 mg/ml e Agar bacteriolégico 12 mg/l) contendo antibi6ticos
como, tetraciclina (10pg/ml), gentamicina (7pg/ml) e kanamicina (50ug/ml) e também
reagentes IPTG (40pg/ml) E X-Gal (100ug/ml), todos usados como forma de selecéo
dos clones e mantidas a 37°C por 48 h. Colbnias brancas e uma colénia azul (controle
negativo) resultantes da transformacéo foram coletadas e crescidas em meio LB liquido
(Luria Broth — Ultrapure Affymetrix® — peptona caseina 10 mg/mL; extrato de levedura
5 mg/L; cloreto de sodio 10 mg/ml) com os mesmos antibioticos utilizados
anteriormente a 37°C por 16h. Os indculos crescidos overnight foram submetidos a
extracdo de DNA plasmidial por lise alcalina como descrito no manual Bac-to-Bac®
(Invitrogen).

Como forma de confirmagdo do bacmideo, foi realizada uma reacdo de PCR
com oligonucleotideos M13F (5’-cccagtcacgacgttgtaaaacg-3’) e MI13R (5°-
agcggataacaatttcacacagg-3’) que amplificam todo o cassete de transposicdo. O

programa de PCR utilizado para a reagdo de confirmacdo por PCR foi de 94 °C/3 min,
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30 ciclos de 94 °C/45 seg, 55°C/1 min, 72 °C/3 min e 30 seg, e extensdo final de 72
°C/7 min. O resultado da PCR foi analisado por eletroforese em gel de agarose 0.8% de
acordo com o protocolo descrito em Sambrook et. al., (1989). Foram escolhidos trés
clones positivos. Estes foram crescidos em 20 mL de meio LB liquido com antibidticos
tetraciclina (10pg/ml), gentamicina (7pg/ml) e kanamicina (50pug/ml) por 16 h sob
agitacdo em shaker (Incubated/Refrigerated Stackable orbital shaker — Thermo
Scientific) a 37 °C. Foram feitas duas aliquotas de cada clone em glicerol 80% e em
seguida, extracdo de DNA por lise alcalina foi realizada de acordo com o manual Bac-

to-Bac® (Invitrogen).

5.3.1 Transfeccdo em células de inseto e amplificacéo do virus.

Apos confirmacdo do bacmideo recombinante, 1ug do DNA plasmidial foi
transfectado em células BTI-Tn5B1-4. Foram adicionados 500 pL de meio de cultura
TC-100 sem soro, 1 pg de DNA do bacmideo e 10 pL de lipossomo (Cellfectin®,
Invitrogen) em uma placa de 35 mm (TPP). A placa foi incubada por 30 min a
temperatura ambiente. O meio de cultura da placa de célula preparada previamente foi
retirado e a mistura de DNA com lipossomo foi adicionada as células deixando-as por
4h agitando a temperatura ambiente. Apds o tempo de incubacdo, o meio de cultura foi
retirado das células e 1,5 ml de meio de cultura TC-100 com 10% de soro fetal bovino
foi adicionado as células e estas foram incubadas a 27°C por sete dias.

Apos 7 dias de transfeccdo, as células foram visualizadas em microscopio de luz
para analise de sinais de infeccdo viral , como hipertrofia nuclear e mudanca da forma
celular. O sobrenadante das células transfectadas foi inoculado em placas contendo 5 x
10° células Sf21 (O’Reilly et al., 1992) para amplificacdo viral. Sete dias apés a

infeccdo, o sobrenadante das células infectadas foi coletado, titulado pelo método de
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diluicdo seriada em placas de 96 pogos segundo O’Reilly et al. (1992) e armazenado a

4°C.

pFastBac™
pFastBac™

Tn7R Tn7L Helper
Tn7R Tn7L

Promotor da poliedrina

DH10Bac

Transformacao

Mini-AttTn7

Bacmideo

\ J/
Célula competente DH10Bac

Transposicao e selegao
com antibiético

Helper Preparagao de DNA de
alto peso molecular

Promotor da poliedrina 1
|

Bacmideo .
Bacmideo
. J
Célula contendo o Bacmideo recombinante
Célula de inseto
Transfeccao

Expressao de Proteina heterdloga

Figura 13. Esquema ilustrativo da construcé@o de baculovirus recombinantes pelo método de
transposicgdo sitio-dirigida (adaptado do manual Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System,
Invitrogen). O vetor de transferéncia contendo o gene de interesse é transformado em células
competentes, as quais possuem o bacmideo, genoma do baculovirus. O plasmideo helper codifica
transposases que catalisam a transposicdo do gene heterélogo para o bacmideo. O gene lac Z
inserido no I6cus da poliedrina tem como fungdo ser uma marcador génico seletivo para clones
recombinantes. DNA recombinante do bacmideo é isolado e utilizado para transfectar células de

inseto para producéo de virus recombinantes.
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5.4 Analise da expressdo da proteina recombinante

A confirmacgdo da expressdo da proteina recombinante foi feita por analise do
extrato de células infectadas pelo virus recombinante VACPS2His em eletroforese em
gel de poliacrilamida (SDS — PAGE) 12% (Laemmeli, 1970) utilizando o aparato Mini
Protean Il (BioRad) e por Western blot, utilizando o anti-soro monoclonal anti-His
(GE).

Dois géis foram feitos, usando o aparato Mini Trans — Blot cells de acordo com
o0 protocolo de instrugdes do fabricante (Bio-Rad), onde um gel foi corado e fixado em
solucéo de 40% de metanol e 10% de acido aceético, 0,1% de corante de Azul brilhante
de Comassie R-250 por 16h. O outro gel foi utilizado para transferéncia da proteina em
membrana de nitrocelulose (Gibco BRL — Life Technologies) para o experimento de
imunomarcacao de proteinas (Western blot).

O procedimento de transferéncia foi realizado com o auxilio do aparato de
transferéncia Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad) de acordo com as
instrucdes do fabricante. ApOs a corrida das proteinas em eletroforese de gel de
poliacrilamida, o gel foi incubado em tampéo de transferéncia Bjerrum and Schafer-
Nielsen (48mM de Tris, 39mM de glicina, 20% de metanol, pH 9.2) por 15 min. A
membrana foi imersa no mesmo tampéo de transferéncia por 5 s, sem entrar em contato
com o gel. Foi montado um sanduiche (dois papéis de filtro, membrana de nitrocelulose,
gel e dois papéis de filtro) e a transferéncia foi realizada com o protocolo Mixed
Proteins conforme instrucdes do fabricante que constam no aparelho de transferéncia.
Apos a transferéncia, a membrana foi bloqueada com solucdo de PBS 1X e 5% de leite
em pd desnatado por 1h, a temperatura ambiente sob agitacdo. Seguido o procedimento

de bloqueio, a membrana foi lavada 3 vezes com solucdo PBS Tween (0.05%) por 5
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min para que toda a solucdo de bloqueio fosse retirada e ndo atrapalhe no
reconhecimento do anticorpo no passo seguinte. A membrana foi incubada com solugéo
de PBS 1X, albumina bovina sérica (BSA) 0,5% e anticorpo priméario policlonal anti-
His (GE Healthcare) produzido em camundongo na diluicdo 1:10000 por 1h, a
temperatura ambiente sob agitacdo. ApoOs a incubacdo com o anticorpo primario, a
membrana foi lavada 3 vezes com solugdo PBS Tween (0,05%) por 5 min e foi
incubada com PBS 1X, BSA 0,5% e o anticorpo secundério, anti-lgG produzido em
camundongo, conjugado com a enzima fosfatase alcalina (Sigma) na diluicdo de 1:8000
por 1h, a temperatura ambiente sob agitacdo. Em seguida, foi retirada a solucdo de
anticorpo secundario e a membrana foi lavado 3 vezes com PBS Tween (0,05%) por 5
min. Finalmente, foi adicionada a solucdo reveladora, NBT/BCIP (Invitrogen), que
serve como substrato para a enzima fosfatase alcalina. Uma vez que o substrato é
metabolizado pela enzima fosfatase alcalina que esta ligada ao anticorpo secundario,
que se ligou ao anticorpo primario, que esta ligado na proteina de interesse, esta aparece

com uma marcagao roxa, confirmando sua expressao.

5.5 Cinética de expressao e visualizacédo de cristais em célula de inseto.

Em uma placa de seis pocos (TPP) foram plaqueadas 10° células Sf9 em cada
poco, e 10 pfu/célula do virus recombinante VAcPS26xHis foi inoculado em cada poco.
Em diferentes tempos (24, 48, 72 e 96 h apos infeccdo, p.i.), as células foram
fotografadas com o auxilio do microscépio de luz invertido (ZEISS Axiovert 100) para
mostrar a presenca de cristais formados e coletadas para analisar a cinética de expressao
da proteina recombinante. As células coletadas foram submetidas a centrifugacdo a
7.000 r.p.m (Sorvall Legend XTR Centrifugue — Thermo Scientific) por 10 min e o
precipitado de células foi lavado 3 vezes com PBS 1X nas mesmas condi¢fes de

centrifugacdo. O pellet de células foi ressuspendido em 300 pL de PBS 1X e este foi
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armazenado com inibidor de protease (Sigma) no freezer a menos 80 graus. Apos a
coleta de todos os tempos, foi feita a analise de cinética de expressdo em eletroforese
em gel de poliacrilamida (SDS — PAGE) 12% (Laemmeli, 1970) e por Western blot

como descrito no item 5.4.

5.6 Caracterizacao morfologica de cristais de PS2 por microscopia
eletronica de varredura (MEV).
Células Sf9 foram infectadas com MOI 1 (Multiplicidade de infeccdo) com o virus
recombinante VACPS2His e coletadas a 96 h p.i. e lavadas como descrito no item 4.6.
Apos lavagem com PBS, as células contendo os cristais foram lavados (3x) com 0,5%
de SDS (dodecil sulfato de sddio) e centrifugadas a 5.000 rpm por 5 min
(Microcentrifuga 5418 — Eppendorf ), seguidas de 2 lavagens com 0,5 M de NaCl
(Cloreto de sodio), seguidas de centrifugacdo como descrito acima (Miller & Dawes,
1978). Foi feita uma lamina para observar a qualidade dos cristais e a presenga ou ndo
de celulas por microscopia de luz (ZEISS Axiovert 100). Confirmada a presenca de
cristais e a lise completa das células por microscopia de luz, os cristais foram
ressuspendidos em 20 pL de dgua Milli-Q autoclavada e todo o material foi depositado
sobre suportes metalicos (stubs), previamente preparados com fita carbono para a
analise em microscopia eletronica de varredura. As amostras foram metalizadas com
ouro pelo periodo de 90 s, utilizando-se metalizador Leica modelo EM SCD500 e

observadas em Microscépio Eletronico de Varredura (MEV) Zeiss modelo DSM 962.

5.7 Purificacao, solubilizacao, ativacéo e quantificacdo da toxina
parasporina — 2.
Células Sf9 foram infectadas (MOI 1) com o virus recombinante VAcCPS2His a

fim de expressar a protoxina PS2 (pr6—ps2) e a 72 h p.i., as células foram coletadas e
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lavadas 1 vez com PBS 1X e ressuspendidas em solucéo salina (0,5 M de NaCle 0,1 M
de EDTA). Apbs lavagem do extrato celular, este foi submetido a purificagdo do
cristais, com algumas modificacdes, pelo método de purificacdo de cristais com o
solvente orgénico Hexano (Rahbani et al., 2014). O extrato celular foi ent&o lavado 2
vezes com 40 mL solucdo salina e 2 vezes com solucéo salina e detergente Triton 0,1%,
resultando em 40 mL de volume final, para lisar as células. Ambas as lavagens foram
feitas intercalando centrifugagdo a 6.000 r.p.m, por 10 min a 4° C (Sorvall Legend XTR
Centrifugue — Thermo Scientific). Em seguida ao passo de lise celular, foram feitas 2
lavagens com solucéo salina e 5% de solvente hexano (volume final 40 mL), com
centrifugacdo a 6.000 r.p.m, por 10 min a 4° C (Sorvall Legend XTR Centrifugue —
Thermo Scientific). O sobrenadante foi descartado e outras duas lavagens com solugéo
salina e 10% de solvente hexano (volume final 40 mL) foram feitas, seguidas de
centrifugacdo a 6.000 r.p.m, por 10 min a 4° C (Sorvall Legend XTR Centrifugue —
Thermo Scientific). Apos as lavagens de purificagcdo com Hexano, o sedimento foi
lavado 2 vezes com agua destilada gelada para retirar o solvente organico, seguido de
centrifugacdo nas mesmas condicfes anteriores. Foi feita uma lamina para visualizar a
qualidade dos cristais e da purificacdo. Em todos os passos a amostra foi manipulada no
gelo para ndo degradar a proteina. Uma aliquota de proteina purificada por Hexano foi
misturada a 2X SDS gel — loading buffer ( 100 mM de Tris — HCI pH 6.8; 200 mM de
2-B-mercaptoetanol; 4% de SDS; 0,2% de azul de bromofenol; 20% de glicerol e dgua
destilada para completar) (Sambrook et al., 1989) para posterior analise de pureza por
SDS-PAGE e Western blot, como no item 4.5.

Seguido o processo de purificacdo dos cristais de PS2, estes foram submetidos
ao processo de solubilizacdo. Foi adicionado a protoxina PS2 em uma solugdo de 50
mM de NaCOj (carbonato de sdédio) pH 10.5, 10 mM de DTT (dithiothreitol —

ThermoFisher — Scientific) por 1h, sob agitacdo em shaker (Incubated/Refrigerated
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Stackable orbital shaker — Thermo Scientific) a 37 °C. Em seguida o pH foi
neutralizado com solu¢do de 100 mM de Tris-HCI pH 9.0 e a parte insoluvel foi
sedimentada por centrifugacdo a 7.000 r.p.m por 10 min (Microcentrifuga 5418 —
Eppendorf) (Brasseur et al., 2015). O Sobrenadante correspondente aos cristais
solubilizados foi transferido para um novo tubo e o precipitado foi ressuspendido em
agua destilada. Uma aliquota da parte solubilizada (protoxina) e ndo solubilizada foi
analisadas em, por SDS-PAGE e Western blot, como no item 4.5.

A protoxina PS2 solubilizada foi submetida a dialise em tampdo PBS 0,5X
gelado, pH 7.4 em membrana de dialise (Dialysis tubing celulose membrane — Sigma
Aldrich) por 16h na camara fria a 4 °C. Apds o procedimento de dialise, a protoxina
PS2 foi ativada com proteinase K (10 pug/ml) a 37 °C por 1h. A reacgéo foi interrompida
com 1mM de PMSF (Phenylmethylsulfonyl Fluoride — Sigma). Uma aliquota da
proteina ativa foi adicionada ao tamp&o2X SDS gel — loading buffer (Sambrook et al.,
1989), como descrito anteriormente para posteriormente serem analisadas por SDS-
PAGE e Western blot, como no item 4.5.

A quantificacdo da proteina foi feita pelo kit BCA, seguindo as instrucdes do

fabricante (Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit — Sigma Aldrich) .

5.8 Ensaio de citotoxicidade em células de inseto

Através do ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazélio
(MTT) é possivel medir a proliferacdo celular e citotoxicidade (Mosman, 1983). A
reducdo do sal de MTT é um método colorimétrico, onde este, quando metabolizado
pela atividade celular ligada a (NADH" e NADPH") de células viaveis, resulta na

formacdo de cristais de formazan, de cor azul, que sdo posteriormente solubilizados,
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podendo ser quantificados através da técnica de spectrofotometria. A quantidade de
cristais de formazan é diretamente proporcional ao nimero de células viaveis.

Foi feito um ensaio com 5 tempos (24, 48, 72 e 96h) diferentes de infeccdo para
avaliar o tempo de das células quando infectadas com o virus recombinante VAcPs2His
e 0 virus controle oclusdo negativa vAc/occ-. Em uma placa de 96 pocos foram
plaqueadas 5 x 10* células SF9/200 pl (4 placas, uma para cada tempo diferentes de
tratamento), totalizando nove pogos para cada virus e nove pogos para o controle ,
células sem tratamento. Apds 4 h de adesdo das células na placa, as mesmas foram
infectadas com os respectivos virus titulados com uma MOI 5, garantindo que todas as
celulas sejam infectadas. As células foram deixadas sob agitacdo a temperatura
ambiente por 1h para promover infeccdo. Apos 1h, o meio de todas as células foi
retirado. As células foram lavadas 1 vez com 100 pl de meio TC-100, sem soro fetal
bovino. O meio foi retirado e 200 pl de meio TC-100 com 10% de soro fetal bovino foi
adicionado. A viabilidade celular foi medida atraves do ensaio de brometo de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) .

Apos cada periodo de tratamento, o meio foi retirado e foi adicionado 150 ul de
MTT (0,5 mg/mL em meio de cultura), incubando as células tratadas em estufa a 28 °C.
Em seguida, a solucdo de MTT foi desprezada e 200 pl de dimetilsulféxido (DMSO)
foram adicionados em cada poco para solubilizacdo dos cristais de formazan. As placas
foram avaliadas com o auxilio do espectrofotobmetro Spectramax M5 (Molecular
Devices — USA). A absorbancia do corante foi medida a 595 nm no espectrofotémetro e
a taxa de sobrevivéncia foi calculada. Os experimentos foram realizados em triplicata
biologica e em triplicata experimental. A porcentagem de células vidveis foi
determinada comparando a densidade celular das células tratadas com a densidade de
células ndo tratadas (controle), atraves da férmula: Viabilidade celular (%) = (OD 595

de células tratadas/OD 595 células nao tratadas) X 100.
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5.9 Ensaio de viabilidade celular em célula tumoral de mamifero

A viabilidade de células de cancer de mama humano (MCF-7 e MDA-MB-
231),) e célula ndo tumoral humana (fibroblasto) tratadas com a toxina PS2 também
foram analisadas com a técnica de MTT. Foram plagueadas 3 x 10° células MCF-7,
MDA-MB-231 ou fibroblastos por poco, em placas de 96 pocos e incubadas overnight a
37 °C. Apos adesdo, as células foram tratadas em diferentes concentragdes com a
proteina PS2. Ap6s o tempo de tratamento (24h) as células foram submetidas a a

incubagdo com MTT como descrito no item 4.9.

5.10 Analises estatisticas

As andlises estatisticas para o teste de viabilidade celular em células de inseto e
células tumorais foram feitas através do Teste t-student, utilizando o programa
GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Foram considerados

significativos os valores de p menores que 0,05%.

6 Resultados

6.3 Amplificacdo do gene ps2 por PCR

O gene ps2 foi obtido apos amplificacdo por PCR a partir do uso de iniciadores
especificos, os quais adicionaram em cada extremidade amino terminal (N-terminal) e
carboxi terminal (C-terminal) do gene sitios de reconhecimento para enzimas de
restricdo, como BamHI e Hindlll, respectivamente. Apos reacdo de PCR o DNA foi
visualizado em gel de agarose ap0s eletroforese, o que confirma a amplificacdo, pois o
fragmento referente ao gene ps2 aparece no tamanho esperado de 1.100pb, como é

mostrado na Figura 14.
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1.000 pb

Figura 14. Confirmacdo da amplificacdo do gene ps2 por PCR. Gel de agarose 0,8% mostrando fragmento de
DNA correspondente a amplificacdo do gene ps2 por PCR com o uso de oligonucleotideos especificos. (1) - 1kb
DNA ladder Invitrogen; (2) — Fragmento de DNA (~1.100 pb) ampificado com os oligonucelotideos especificos

para o gene ps2. A seta preta indica o fragmento de 1.100 pb referente ao gene ps2 amplificado por PCR.

6.4 Construcéo do plasmideo pGemPS26xHis

O gene ps2, apos ter sido amplificado, foi clonado no vetor pGemT-easy,
gerando o plasmideo representado na Figura 15.

A clonagem foi confirmada por digestdo do DNA do plasmideo pGemPs26xHis
com a enzima de restricdo EcoRI. A digestdo foi analisada por eletroforese de gel de
agarose 0,8% (Figura 16), onde é possivel observar um fragmento de 3.015 pb referente
ao vetor pGEMT-easy, e um fragmento de 1.100 pb, referente ao gene ps2.

Confirmando entdo a clonagem do inserto no vetor.
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Figura 15. Mapa representativo do plasmideo pGemPs26xHis. Na figura estdo
representados trés sitios de restricdo, sendo os sitios BamHI e Hindlll referentes a clonagem
do gene de interesse ao vetor, € o sitio de EcoRlI referente a confirmacdo da construcdo do
plasmideo.
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Figura 16. Confirmacdo da clonagem do gene ps2 no plasmideo pGem- Teasy. Gel de agarose 0,8%
mostrando os fragmentos gerados a partir da digestdo do DNA do plasmideo pGemPs26xHis com a enzima
de restricdo EcoRlI, confirmando a clonagem do gene ps2 no vetor pGemT-easy. (1) Marcador 1kb ladder
Invitrogen. (2) Digestdo clone 1 pGem-ps2 1 (EcoRl); (3) Digestdo do clone 2 pGem-ps2 2 (EcoRl); (4)
Digestdo do clone 3 pGem-ps2 3 (EcoRl); (5) Digestdo do clone 4 pGem-ps2 4 (EcoRl), respectivamente.
Peso Molecular — pgemT-easy: 3kb (3.015 pb) e gene ps2: 1.1 kb (1.100 pb). Apenas os clones 3 e 4
liberaram fragmento do tamanho eperado para o gene ps2.

6.5 Construcdo do plasmideo pFastPs26xHis
Confirmada a clonagem do gene ps2 no vetor pGEMT-easy, o plasmideo

construido (pGemPs26xHis) foi digerido com as enzimas BamHI e Hindlll e o
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fragmento correspondente ao gene foi clonado no vetor pFastBacl, que também foi
digerido com as mesmas enzimas (Figura 17.)

A clonagem foi confirmada por digestdo do DNA do plasmideo recombinante
pFastBacPs26xHis com as enzimas de restricdo BamHI e Hindlll. A digestdo foi
analisada por eletroforese de gel de agarose 0,8% (figura 18), com um fragmento de
4.776 pb referente ao vetor pFastBacl, e um fragmento de 1.100 pb, referente ao

fragmento de DNA correspondente ao gene ps2.

BamHI (1)

5.71
4,03

Ligation

pFastBacT1-ps2
5,712 bp

ot

Figura 17. Mapa representativo do plasmideo pFastPs26xHis. Na figura estdo representados os
sitios de restricdo BamHI e Hindlll, os quais foram usados para clonagem e confirmacéo da construcéo

do plasmideo.
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Figura 18. Confirmacao da clonagem do gene ps2 no plasmideo pFastBacl. Gel de agarose 0,8% mostrando
os fragmentos gerados a partir da digestdo do DNA do possivel clone com as enzimas BamHI e Hindlll,
confirmando a clonagem do fragmento de DNA correspondente ao gene ps2 no vetor pFastBacl. (1) — Marcador
1kb ladder Ludwig Biotec; (2) Digestdo do DNA do plasmideo recombinante pFast-ps2 (BamHI e Hindlll) .
(Tamanho do gene ps2 — 1.100 pb; vetor pFastBac: 4,776 bp).

6.6 Construcéo do baculovirus recombinante contendo o gene ps2

O plasmideo recombinante (pFastPs26xHis) foi usado para transposicdo sitio
especifica pelo sistema Bac-to-Bac® (Invitrogen). DNA do Bacmideo recombinante
foi usado para confirmagido do virus recombinante por meio de PCR. A reacdo de
PCR com os primers M13F e M13R foi analisada através de eletroforese em gel de
agarose 0,8% (Figura 19). Clones positivos para 0 Bacmideo recombinante amplificam

um fragmento de 3.015 pb (3kb)
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Figura 19. Confirmacdo da construgdo do virus recombinante (Bacmideo) por PCR usando
oligonucleotideos M13F e M13R. (1) Marcador 1kb ladder promega; (2) Controle negativo (DNA de
bacmideo sem inserto); (3) DNA de bacmideo contendo o gene ps2. O poco 3 mostra um fragmento do
tamanho esperado (3 kb), confirmando a construgdo do bacmimdeo recombinante. A seta em preto indica

o fragmento de 3 kb referente a amplificacdo do Bacmideo contendo om gene ps2.

6.7 Expressao de proteina PS2 em células de inseto

O DNA do Bacmideo recombinante foi usado para transfectar células BTI-
Tn5B1-4. Cinco dias pos-transfeccao observou-se efeitos citopaticos na célula
como hipertrofia nuclear, arredondamento da células, que apresentam-se
fusiforme quando ndo infectadas, e a presenca de cristais proteicos formados a
partir da expressdo da proteina PS2. Com sete dias p6s - transfeccao as células
foram coletadas e foi confirmada a expressao da proteina ps2 (38 kDa) por western

blot, como mostrado da Figura 20.
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Figura 20. Confirmacao da expressdo de PS2 em células de inseto. Membrana de nitrocelulose
mostrando a marcacéo, por western — blot, das proteinas recombinates PS2 em extrato de célula SF9
(1) High-Range Rainbow Molecular Weight Markers (GE Healthcare); (2) - Extrato de células Sf9
ndo infectadas (controle); (3) - Extrato de células Sf9 infectadas com virus selvagem; (4) - Extrato de
células Sf9 proveniente da transfeccdo com virus recombinante vAcPS2His.O anticorpo anti-his foi
utilizado para marcagéao da proteina recombinante. A seta indica a marcagéo da PS2 com o tamanho

esperado de 38 kDa.

6.8 Cinética de expressdo da proteina recombinante e visualizacéo de

cristais em célula de inseto.

Como observado na transfeccdo, o virus recombinante VAcPs2His, ao infectar
células de inseto expressa a proteina PS2 e esta foi capaz de produzir cristais
posivelmente da protéina recombinante (dados ndo mostrados). Sendo assim, foi
realizado um ensaio de cinética de expressao da proteina recombinante por Western blot
(Figura 21B), e as mudancas morfoldgicas analisadas por microscopia de luz (Figura
22). Observou-se que, no tempo de 24 h.p.i ainda ndo havia formacdo de cristais, mas
que a partir de 48 h.p.i ja era possivel detectar a protéina recombinante por Western-blot
e a formacdo de cristais pela microscopia (Figura 22 B-C). E observado que, além do
polipeptideo marcado no tamanho esperado de 38 kDa ha também marcacdes nos tempo

de 48, 72 e 96 h.p.i mais acima, o que pode representar formas oligoméricas da proteina
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ndo solubilizada. Em tempos mais tardios (72 e 96 h p.i.) € possivel observar uma

grande quantidade de células mortas (Figura 22 C e D).

SDS - PAGE (5% concentrador; 12% separador) WESTERN - BLOT (anti — His)
A kpa 1 2 3 4 5 6 7 B 1 23 4 5 6 7
- l o | g kDa = —
50 — w08 DR IS BE BF 54 52—
At B —

Figura 21. Cinética de expressao de PS2 em células de inseto por SDS — PAGE e Western blot
A: (1) Broad Range Weight Markers (Promega Molecular); (2) Controle (extrato de célula sf9 ndo
infectada); (3) Extrato de célula sf9 infectada com virus selvagem oclusdo negativa (vAcocc-); (4)
Extrato de célula sf9 infectada com vAcPs26xHis 24 h.p.i; (5) Extrato de célula sf9 infectada com
VvACPs26xHis 48 h.p.i; (6) Extrato de célula sf9 infectada com vAcPs26xHis 72 h.p.i; (7) Extrato
de célula sf9 infectada com vAcPs26xHis 96 h.p.i.

B: (1) Marcador High-Range Rainbow Molecular Weight Markers (GE Healthcare); (2) Controle
(extrato de célula sf9 ndo infectada); (3) Extrato de célula sf9 infectada com virus selvagem
oclusdo negativa (vVAcocc-); (4) Extrato de célula sf9 infectada com vAcPs26xHis 24 h.p.i; (5)
Extrato de célula sf9 infectada com vAcPs26xHis 48 h.p.i; (6) Extrato de célula sf9 infectada com
VACPs26xHis 72 h.p.i; (7) Extrato de célula sf9 infectada com vAcPs26xHis 96 h.p.i. A seta em
preto indica a marcacdo para PS2 no tamanho de 38 kDa e a em vermelho a possivel formacéo de
oligbmeros.
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Figura 22. Anélise morfolégica de células infectadas pelo virus recombinante por microscopia de
luz. (A) Células Sf9 infectadas com vAcps26xHis 24 h.p.i; (B) Células Sf9 infectadas com
VAcps26xHis 48 h.p.i; (C) Células Sf9 infectadas com vAcps26xHis 72 h.p.i; (D) Celulas Sf9
infectadas com vAcps26xHis 96 h.p.i; (E) Células Sf9 infectadas com virus selvagem ocluséo negativa
(vAcocc-); (F) Controle — células ndo infectadas. Setas em preto indicam cristais, e setas em vermelho

indicam células em processo de morte ou mortas.
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6.9 Purificacao, solubilizacéo e ativacao da toxina PS2.

A purificagdo da proteina PS2 foi obtida com sucesso (Comparar pogos 2 a 5 na
figura 23A). A figura 23B mostra a detecgdo da proteina PS2 por western blot das
proteinas presentes em uma membrana de nitrocelulose derivadas de um gel semelhante
ao da figura 23A.

Quando esta é submetida a solubilizacdo (figura 24, poco 3) € observado que
praticamente toda a proteina foi solubilizada (comparar pocos 2 e 3).

A figura 25, linha 4 mostra a ativacdo proteolitica da protoxina PS2 com a acéao
da proteinase K que cliva na regido amino terminal (N- terminal) como na regido
carboxi terminal (C- terminal), resultando na diminuicdo do tamanho da proteina e
ativando-a. Uma vez clivada esta perde a cauda de histidina que esta presente por¢édo

amino terminal, ndo podendo ser marcada por Western blot.

SDS — PAGE (5% concentrador; 12% Western - Blot (anti — His)
A separador) B8
kPa 1 2 3 4 s kbDa 1 2 34 s
= 4
50 ~ - =1 52
35 = - 38 =
. -
i Bl ! 31

Figura 23. Purificagdo da proteina PS2. A. SDS-PAGE a 12% mostrando as fragdes antes e depois da purificagdo
da proteina PS2, a partir de extrato de células infectadas pelo virus recombinante. A - (1): Broad Range Protein
Weight Markers (Promega Molecular); (2): Controle (extrato de células Sf9 ndo infectadas); (3): Extrato de células Sf9
infectadas com virus selvagem ocluséo negativa (vAcocc-) (4 ): Extrato de células infectadas com virus recombinante
VACPS2His 72 h.p.i; (5): protoxina PS2 purificada. B — Western blot referente a um gel semelhante ao mostrado em A (1):
High-Range Rainbow Molecular Weight Markers (GE Healthcare); (2): Controle (Extrato de células Sf9 ndo infectadas;

(3): Extrato de células Sf9 infectadas com virus selvagem oclusdo negativa (vAcocc-); (4) Extrato de células Sf9 infectas

com virus recombinante VAcPS2His 72 h.p.i (5 ): pro toxina PS2 purificada.
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Figura 24. Solubilizacéo e ativacdo da protoxina PS2. SDS-PAGE a 12% mostrando a presenga
da proteina PS2 apés solubilizacéo e ativacdo por proteinase K. (1) Broad Range Protein Weight
Markers (Promega Molecular); (2) — porcéo insolGvel proveniente do processo de solubilizacéo; (3) -
protoxina PS2 solubilizada; (4) toxina PS2 apos ativacdo proteolitica com proteinase K. [Seta em

vermelho indica o fragmento liberado ap6s a clivagem proteolitica].

6.10 Caracterizacdo ultraestrutural dos possiveis cristais da

proteina PS2.

ApoOs semipurificacdo dos possiveis cristais da proteina PS2, estes foram
preparados para microscopia eletrénica de varredura (MEV) (Figura 25). Podemos

observar a forma arredondada dos cristais por volta de 1 um em diametro.
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Figura 25. Caracterizacdo ultraestrutural de possiveis cristais de PS2. Eletromicrografia de possiveis
cristais de PS2 produzidos em célula de inseto apds semipurificagdo com 0,5% de SDS e 0,5 M de NaCl
(Miller Dawes, 1978).

6.11 Ensaio de citotoxicidade em células de inseto

Foi observado por microscopia de luz (Figura 22), que células de inseto, quando
infectadas com o VAcPS2His morriam mais rapido em relacdo ao virus selvagem
(vAcocc-). Por esse motivo foi realizado um ensaio de viabilidade celular (Figura 26),
pelo método do MTT para comprovar essa hipdtese. Sendo assim, células de inseto
foram infectadas com o VAcCPS2His e como controle negativo foi usado o vAcocc-.
Vale ressaltar que os valores de absorbancia medidos para cada tratamento e tempo de
infeccdo foram comparados com valores de absorbéncia de células ndo tratadas
(controle), ou seja, células que apresentam 100% de viabilidade. O grafico (Figura 26)
mostra que o VACPS2His mata mais rapido que o virus selvagem, onde valores desse
virus para os tempos de 48 h, 72 h e 96 h.p.i sdo significativamente mais baixos que o

do virus selvagem.
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Figura 26. Analise da viabilidade celular em células SF9 infectadas pelos virus
recombinantes VAcPS2His e vAcocc-. Células de inseto Sf9 infectadas com
VACPS2His e vAcocc- (controle negativo) com MOI 5 para medida de viabilidade
celular por MTT em tempos diferentes de infecgdo, 24h; 48h; 72h; 96h. O dados foram

analisados usando o teste students-T pelo programa GraphPad Prism 7. (<0,0001*)
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Figura 27. Andlise morfolégica de células de inseto infectadas pelos virus reombinantes em diferentes
tempos pos-infecgdo. Células de Sf9 foram infectadas pelos virus recombinantes vAcPS2his (A,C, E, G) e

vAcocc- (B,D,F,H) e analisadas por micriscopia de luz nos tempos 24 h; 48 h; 72 h; 96 h.
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E possivel observar (Figura 27), com o auxilio da microscopia de luz, que
celulas Sf9 quando infectadas com os virus VACPS2His e VAcocc- morrem em tempos

diferentes, confirmando o resultado mostrado na figura 26.

6.11 Ensaio de viabilidade em células de inseto

Com o intuito de confirmar o fato de que células de inseto tratadas com a toxina
PS2 ndo sofrem com a ac¢do da proteina, ou melhor, a proteina ndo tem atividade sobre
elas, foi realizado o ensaio de viabilidade celular por meio da técnica de MTT. As
células de inseto foram tratadas com PS2 nas concentracfes de 0,1 pg/mL a 2,0 pg/mL
e foi observado (Figura 28) que ap0s 24 h de tratamento PS2 ndo causa morte das
células de inseto, ou seja, PS2 quando ndo é expressa dentro da célula ndo apresenta

toxicidade para as células Sf9.

Observou-se também, por microscopia de luz, que apds células de inseto SF9
serem tratadas com a proteina PS2 de B. thuringiensis (figura 29A — 29E) ndo houve
qualquer mudanca morfoldgica, assim nas células que foram incubadas com o diluente
(figura 29F) da proteina (PBS 1X + 0,1 mM PMSF), quando comparadas com células
ndo tratadas (figura 29G). Sendo assim, conclui-se que PS2 ndo apresenta atividade

toxica para células de inseto SFO.
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Figura 28. Viabilidade de celulas Sf9 tratadas com PS2 por 24 h. Ensaio de MTT de Células de
inseto Sf9 tratadas com a proteina PS2 por 24 horas nas concentragfes 0,1 pg/mL a 2,0 pg/mL. A
analise estatistica foi pelo Teste de students-T pelo programa GraphPad Prism 7. (<0,0001%)

6.12 Ensaio de viabilidade em células tumorais

Células tumorais de mama (MCF-7 e MDA-MB-231) e células ndo tumorais
(Fibroblasto) tambem foram tratadas com PS2 nas concentragdes 0,1 pg/mL — 2,0
pg/mL e a viabilidade de ambas foi medida pelo ensaio de MTT.

A figura 30A mostra que a linhagem celular em estudo (MCF-7) é sensivel a
acdo da toxina. Apds a concentracdo de 1,1 pg/mL PS2 mata mais de 50% das células
em cultura, sendo estatiscamente significativo quando comparado com o controle do
experimento, células ndo tratadas. Em contra partida, células MDA-MB-231 sdo menos
sensiveis que as células anteriores, onde nas concentragdes em estudo PS2 ndo
provocou mortalidade nem de 30% das células (figura 30B), sendo a porcentagem de
morte ndo significativa quando comparada com o controle na andlise estatistica.
Fibroblastos, células ndo tumorais, foram usados como controle para mostrar que PS2
ndo é toxica. A figura 30C mostra que para todas as concentracdes testadas, em

nenhuma delas h& porcentagem de células mortas, quando tratadas com PS2, ou seja, a
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toxina em estudo ndo apresenta toxicidade para células de fibroblastos humanos. Dados
da viabilidade de células tratadas com o diluente (PBS 0,1X + PMSF 0,01 mM) néo
foram plotados no gréafico mas é possivel observar (Figuras 31P,Q,R), por meio de

microscopia de luz que ndo houve qualquer modificacdo na morfologia das células.

0,5 pg/ml 1,0 pg/ml

648

1,5 pg/ml 2,0 pg/ml

648

648

Figura 29. Anélise estrutural de células Sf9 tratadas com a proteina recombinantes PS2. Na figura estdo representadas
algumas concentracfes de tratamento com PS2 para mostrar a atividade da proteina nas células de inseto. A, B, C, D, E
nostram células de inseto Sf9 tratadas com PS2 nas concentragdes de 0,1; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 pg/mL respectivamente]. (F)
Células de inseto Sf9 tratadas com o diluente (PBS) [2,0 ug/mL]. (G) Células de inseto Sf9 ndo tratadas (NT).
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Figura 30. Analise da viabilidade de células tumorais e ndo tumorais tratadas com PS2. Ensaio de
MTT de células tumorais MCF-7 (A), MDA-MB-231(B) e (C) Célula ndo tumoral (Fibroblasto) tratadas
com PS2 por 24h nas concentragfes 0,1 pg/mL a 2,0 pg/mL. Os dados foram analisados usando o teste
students-T pelo programa GraphPad Prism 7. (<0,05%; 0,01**; 0,001***),
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Figura 31. Micrografia de luz de células tumorais e ndo tumorais humanas tratadas com PS2
em 24h. (A, D, G, J, M): Células tumorais MCF-7 tratadas com PS2 nas [0,1 ug/mL — 2,0 ug/mL]
respectivamente. (B, E, H, K, N): Células tumorais MDA-MB-231 tratadas com PS2 nas [0,1 ug/mL —
2,0 ug/mL] respectivamente. (C, F, I, L, O) Fibroblasto humano tratado com PS2 nas [0,1 ug/mL — 2,0
ug/mL] respectivamente. (P,Q,R) Células tratadas com PMS (diluente da proteina) na maior []. (S, T,

U) Células ndo tratadas (NT).
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7. Discussao

O presente trabalho teve como objetivo expressar a proteina PS2 em células de
inseto e analisar sua atividade em linhagens de células tumorais. Além disso analisar se
esta, mesmo sendo expressa em outro sistema, ainda Sim permanece com sua
caracteristica principal, a de produzir cristais protéicos (Kitada, S. et al., 2006).

Durante o trabalho, observou-se que, a proteina, quando expressa em células de
inseto mantem sua capacidade de producéo de cristais (Figura 22B-D). A producdo de
cristais por B. thuringiensis é a principal caracteristica que distingue essa espécie de
Bacillus das outras espécies (Sezen et al., 2010), sendo que essas estruturas cristalinas
podem conter protéinas responsaveis pela toxicidade para determinados insetos ou
outros organismos (Tailor et al., 1992; Lereclus et al., 1993; Habib & Andrade, 1998).
Como forma de caracterizacdo dos cristais recombinantes, foi realizada microscopia
eletrénica de varredura (MEV) e visualizadas varias estruturas esféricas (Figura 25)
diferentemente do que detectado em quando PS2 foi expressa em Escherichia ecoli pelo
sistema de expressdo Gateway Technology® (Kitada, S. et al., 2006).

A solubilizacdo e ativacdo natural de PS2 ocorrem da mesma forma que as
proteinas Cry. Essas protéinas sdo solubilizadas pelo suco alcalino do intestino médio
do inseto, sendo posteriormente ativadas por proteinases especificas (Hofte et al., 1989).
Kitada e colocaboradores (2006) mostraram, por meio de estudos feitos em células
HepG2, que a ativacdo por proteinase K nas regides amino e carbdxi terminais sdo
importantes para a atividade toxica de PS2. Foi mostrado que PS2, quando ativada
proteoliticamente pela acdo de proteases gera uma toxina ativa com tamanho de 30 kDa,
a partir de uma protoxina de 37 kDa (Kitada, S. et al., 2006; Abe et al., 2008; Kitada, S.

et al., 2009 ), porém no presente trabalho a digestdo com proteinase K gerou um
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fragmento menor (Figura 24). Acredita-se que seja devido ao fato da proteina ter sido
expressa em um sistema diferente do seu sistema natural, que é o sistema procariotico
(B. thuringiensis ou E. Coli) (Kitada, S. et al., 2006), diferente do sistema de expressao
em célula de inseto, um sistema eucarioto em que apresenta-se mais complexo, podendo
ocorrer modificagbes pos traducionais nas proteinas produzidas (O’Reilly, et al., 1992).
Sendo assim, pode ser que a PS2, quando expressa por esse sistema sofra algumas
modificagdes que permitam essa diferenca na clivagem com proteinase K.

Durante o ensaio de cinética de expressdo de PS2 em células de inseto (figura
22B) foi observado a possivel formagdo de oligdbmeros, 0s quais resistiram a acdo de
SDS e B — mercaptoetanol, ambos usados no processo de desnaturacéo da proteina para
SDS-PAGE. Abe et al. (2008) mostraram, através de SDS-PAGE e western blot a
formacdo de possiveis oligbmeros de PS2, apds células HepG2 serem tratadas com a
proteina. Ao longo do trabalho mostraram que a formacdo de oligdmeros estava
localizada na membrana e que os oligdmeros estavam relacionados com a formacéo de
poros na membrana da célula, desencadeando a morte da mesma. Kitada et al. (2009)
mostraram mais tarde que os oligbmeros formados estdo relacionados com a toxicidade
da PS2, umas vez que eles sdo formados na superficie da membrana celular de células
tumorais HepG2a, nas jangadas lipidicas, e que posteriormente ligavam-se a proteinas
ancoradas a GPl. Os microdominios de membranas enriquecidos de lipideos também
estdo envolvidos na ligacdo de agentes patdgenos, como virus, bactérias e protozoarios,
onde 0s possiveis recepetores para as toxinas estdo presentes (Maries, S. et al., 2003).
Toxinas formadoras de poros sdo o tipo de toxina de bactéria conhecida por terem como
alvo, as jangadas lipidicas, acumular-se e oligomerizar-se, a ponto de penetrar na
membrana e formar poros na membrana (Geny, B. et al., 2006; Tilley, S. et al., 2006).

Quando células de inseto foram infectadas com o virus recombinante

VACPs2His, foi observado um aumento da velocidade de morte celular quando
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comparado com a infec¢do do virus selvagem. Saitoh et al. (2006), demonstraram que
proteinas parasporina ndo apresentam especificidade para células de inseto como as
proteinas Cry de B. thuringiensis, e sim somente para células de cancer humano. De
acordo com o trabalho de Kitada et al. (2006) onde é mostrada a importancia de
clivagem nas porc¢des amino e carbdxi terminal, sugere-se neste trabalho, que quando a
proteina em estudo (PS2) € expressa pelo virus dentro da célula de inseto, a mesma
pode sofrer clivagem, através de proteases presentes na célula de inseto, tornando-a uma
proteina ativa, permitindo-a exercer suas fungdes na célula, bem como levar a morte da
célula. Nesse trabalho, confirmamos (Figura 28) a auséncia de toxicidade de PS2 para
célula de inseto apos solubilizacdo e ativacao da protéina in vitro. Acredita-se entdo que
o fato da PS2 ser expressa dentro da célula faz com que essa etapa de reconhecimento a
receptores especificos localizados na superficie da membrana do inseto ndo seja
necessaria, uma vez que ela ja se encontra dentro da célula, podendo entdo de alguma
forma desencadear o processo de morte celular. Ha também a possibilidade dela ser
ativada proteolicamente por diversas proteases presentes nas células de inseto e essa
ativacdo pode ser diferenciada o que permite que ela tenha tal atividade.

Além da hipdtese de PS2 induzir a formacéo de poros, pela ligacdo a proteinas
ancoradas a GPI, um recente trabalho realizado por Brasseur et al. (2015), mostrou que
esta proteina é capaz de induzir a apoptose em células tumorais pela deteccdo da
ativacdo das caspases 3-7. Os pesquisadores questionaram o fato de células, apos o
tratamento com PS2, ndo apresentarem o mesmo padrdo morfolégico de morte, como
aumento da célula e formacdo de corpos apoptdticos, proposto em outros trabalhos
(Kitada et al., 2006; Abe et al., 2008) e sim a diminuicdo da célula, apresentando-se de
forma enrugada, o que achamos semelhante (Figura 22 C e D) quando células de inseto
sdo infectadas pelo virus recombinante VAcPS2his. Sendo assim, sugere-se também que

células de inseto, quando infectadas com o virus recombinante e a proteina PS2 é
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expressa dentro da célula, esta pode desencadear um processo de morte por apoptose.
Vale ressaltar a necessidade de experimentos que testem a ativagcdo de PS2 por
proteinases do inseto assim como ensaios para saber se a toxina € capaz de induzir a
morte por apoptose, assim como induz em células tumorais.

Estudos anteriores (Ito et al., 2004; Akiba, et al., 2009) j& mostraram que PS2
apresenta-se como uma proteina com caréater toxico para células tumorais, sendo assim,
no presente trabalho a toxina foi testada em duas linhagens de célula tumoral de mama,
MCF-7 e MDA-MB-231, com o intuito de confirmar a acdo dessa proteina, visto que a
mesma foi expressa em um novo sistema, e que ainda ndo ha trabalhos publicados de
expressdo de parasporinas no sistema de expressao de células de inseto.

Em todo o mundo, o cancer de mama (CM) é o tipo de neoplasia maligna que
mais acomete as mulheres, tendo como o principal fator de risco o envelhecimento, ndo
descartando outros fatores de risco como aqueles relacionados com a vida reprodutiva
da mulher (menarca precoce, primeira gestacdo apds os 30 anos de idade, uso de
anticoncepcionais orais, menopausa tardia e reposicdo hormonal), e também causas
genéticas, onde sdo observadas alteracbes em genes relacionados ao metabolismo
hormonal e ao reparo do DNA (Stuchey, 2011: Abdulkareem & Zurmi, 2012).

Os resultados obtidos nesse trabalho com o tratamento de células tumorais
(MCF-7 e MDA-MB231) corroboram os resultados obtidos por outros autores (Brasseur
et al.,2015). Ja em células MDA-MB231, também linhagem de célula de cancer de
mama, no caso metastatica, esta apresentou-se ser menos sensivel a toxina PS2 (Figura
30B), como também foi mostrado no estudo feito por Brasseur et al. (2015), onde PS2
possui uma menor atividade téxica em células MDA-MB231. Quando células nao
tumorais (fibroblastos) foram tratadas com PS2, nas mesmas concentragdes, as células
continuaram viaves (Figura 30C), ou seja, PS2 ndo apresentou a atividade para células

esse tipo celular, pois esta, possivelmente, ndo apresenta receptores especificos em suas
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membranas, ocasionando na ndo ligagdo de PS2. No trabalho de Kitada et al. (2006) foi
mostrado, através de cortes histoldgicos, que PS2 localiza-se na regido membranosa de

células HepG2, mas em células ndo tumorais, caso fibroblasto, esse fato ndo acontece.

7 Perspectivas

e Medir, atraves de citdbmetro de fluxo, os niveis de Pl e Anexina com o intuito de
saber se PS2, quando expressa pelo virus, induz a célula de inseto a apoptose.

e Realizar ensaio para saber se PS2 é capaz de induzir a ativacdo das via de
caspases em células de inseto e mamiferos;

e Auvaliar a clivagem de PS2 através do tratamento com proteases de inseto;

e Construir um virus recombinante contendo o gene ps2 e também o gene da
poliedrina para producédo de corpos de ocluséo;

e Avaliar acdo do virus recombinante contendo corpos de oclusdo em bioensaio
com insetos , afim de saber se este mantém a acdo de matar mais rapido em
relacéo ao virus selvagem.

e Testar PS2 produzida pelo sistema de expressdo em células de inseto com outras

linhagens tumorais.
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