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Resumo

Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria gram-positiva que possui suas linhagens
estudadas principalmente para o controle de insetos-praga, devido a capacidade
inseticida da maioria de suas proteinas (Cry e Vip). Porém, recentes estudos
apontam a presenca de outras proteinas com acao inseticida pouco conhecida,
mas de grande importancia nas pesquisas envolvendo este microrganismo. Essas
proteinas denominadas Parasporinas (PS) possuem atividade citotdéxica e
apresentam seis subfamilias, sendo PS1, PS2, PS3, PS4, PS5 e PS6,
consideradas potenciais farmacos no tratamento do céancer. Dada a grande
incidéncia de casos de cancer no mundo e a necessidade de novas alternativas de
tratamento, o presente trabalho teve por objetivo a caracterizacdo de linhagens de
B. thuringiensis, pertencentes a cole¢do do Laboratério de Genética de Bactérias e
Biotecnologia Aplicada da FCAV — UNESP, como potenciais fontes da proteina
PS4, sendo essa a menos estudada dentre as subfamilias supramencionadas. A
selecdo das linhagens foi realizada por meio da técnica de PCR (Reacdo da
Polimerase em Cadeia) com primers especificos para o gene ps4, seguida pela
clonagem e sequenciamento dos amplicons das amostras positivas, no sentido de
se estabelecer uma analise in silico das sequéncias obtidas em comparacao
aquelas existentes no banco de dados GenBank. O presente estudo permitiu a
selecdo de uma linhagem portadora do gene ps4, denominada B. thuringiensis
coreanensis, cuja sequéncia parcial do mesmo permitiu a andlise de identidade
com as sequéncias do banco de dados e a observacdo de que o gene ps4
encontra-se localizado em um plasmideo. Portanto, esta linhagem podera ser
fonte do gene para futuros experimentos de expressdo e caracterizacdo dos

efeitos citotoxicos da Parasporina 4 frente a diferentes tipos de tumores.



Abstract

Bacillus thuringiensis (Bt) is a gram-positive bacterium that has its strains studied
mainly for the control of insect pests, due to the insecticidal capacity of most of its
proteins (Cry and Vip). However, recent studies indicate the presence of other
proteins with little known insecticidal action, but of great importance in research
involving this microorganism. These proteins called Parasporins (PS) have
cytotoxic activity and have six subfamilies, being PS1, PS2, PS3, PS4, PS5 and
PS6, considered potential drugs in the treatment of cancer. Given the high
incidence of cancer cases in the world and the need for new treatment alternatives,
this study aimed to characterize B. thuringiensis strains, belonging to the collection
of the Laboratorio de Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada at FCAV -
UNESP, as potential sources of the PS4 protein, being the least studied as a
subfamily. The selection of strains was performed using the PCR (Polymerase
Chain Reaction) technique with specific primers for the ps4 gene, followed by
cloning and sequencing of the amplicons of the positive responses, in order to
establish a sequence analysis in silico. compared to existing locations in the
GenBank database. The present study appears to be the selection of a strain
carrying the ps4 gene, called B. thuringiensis coreanensis, whose partial sequence
of the same was carried out for identity analysis with the database sequences and
the observation that the ps4 gene is located on a plasmid. Therefore, this strain
can be a source of the gene for future expression experiments and characterization

of the cytotoxic effects of Parasporin 4 on different types of tumors.
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1. INTRODUCAO

Conhecida por sua grande importancia na agricultura, a bactéria Bacillus
thuringiensis (Bt) se mostra cada vez mais valiosa para estudos cientificos. Essa
bactéria tem sido amplamente estudada pela sua acgdo inseticida, sendo esta
caracteristica atribuida a presenca de cristais endotoxicos, proteinas cyt e Vip, que
séo letais para algumas larvas de insetos pragas. Desta forma, B. thuringiensis é
utilizado para o controle de pragas de diversas ordens como Lepidoptera, Diptera,
Coleoptera, Hemiptera e Hymenoptera, possibilitando o controle de importantes
pragas agricolas como, por exemplo, Spodoptera frugiperda, Anticarsia
gemmatalis (Lepidoptera: Noctuidae) e vetores de doencas de importancia
mundial como as do género Culex, Aedes e Anopheles (Diptera: Culicidae),
atingindo também nematoides e caramujos (CAPALBO et al., 2005; DOMINGUEZ-
ARRIZABALAGA, et al., 2020).

B. thuringiensis é encontrado principalmente em amostras de solo, de
insetos vivos ou mortos e de graos estocados. Além da facilidade em ser
encontrado na natureza, B. thuringiensis possui uma diversidade genética muita
grande, devido aos seus diversos plasmideos, a sua transferéncia conjugal, a sua
recombinacédo e fatores como mutacgéo e influéncias nutricionais (CAPALBO et al.,
2005).

Tendo em vista essa diversidade entre cepas de B. thuringiensis é possivel
descobrir e explorar novas toxinas com diferentes aplicacdes. Hoje a maioria das
pesquisas é realizada envolvendo suas principais proteinas, Cry e Vip ambas de
carater inseticida (MENDOZA-ALMANZA et al.,, 2020). No entanto, atencéo
especial tem sido recentemente dirigida as proteinas Parasporinas que, diferente
das outras acima citadas, possuem grande poder citotoxico e propriedades néo
hemoliticas (MENDOZA-ALMANZA et al., 2020).

Descobertas por pesquisadores japoneses no ano de 1999 estas proteinas
sdo conhecidas atualmente de acordo com suas estruturas e niveis de atividade,
sendo classificadas em seis subfamilias de Parasporinas, sendo PS1, PS2, PS3,
PS4, PS5 e PS6. Estas proteinas possuem citotoxicidade em células
carcinogénicas humanas, atuando principalmente no controle de células

cancerigenas hepaticas (HepG2), de colo uterino (HeLa e TCS), pulmonar (A549),
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de colo retal (Caco — 2), em adenocarcinoma endomentrial (Sawano) e em células
leucémicas (MOLT-4, HL-60 e Jurkat) (OKASSOV et al.,, 2015). Entre essas
subfamilias de Parasporinas, as mais estudadas sédo PS1 e PS3.

Vérios estudos foram realizados sobre seus efeitos citocidas e muitos deles
analisaram a especificidade dos receptores para as Parasporinas em células com
mutacdes (ou mutadas). Esta especificidade pode estar relacionada a

g)/

superexpressao dos receptores nesses tipos de células, quando comparada
expressao dos receptores das células normais, o que levaria especificamente a
morte das células tumorais (OKASSOQV et al., 2015, CHUBICKA et al., 2018).
Embora as subfamilias de Parasporinas possuam modo de acgédo e
efetividade similares no controle de células carcinogénicas, sdo escassos 0S
trabalhos sobre a Parasporina PS4, principalmente no Brasil. Assim, o presente
estudo teve por objetivo a busca de possiveis linhagens de B. thuringiensis
portadoras deste gene visando a identificacdo de novas subclasses de PS4, para

posterior estudo da atividade citocida em diferentes tipos de cancer.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

O presente estudo visa realizar uma bioprospeccao envolvendo linhagens
de B. thuringiensis portadores do gene Parasporinas 4, buscando a caracterizacéo
de novas subclasses desse gene, tendo em vista sua potencial aplicabilidade no
tratamento de diferentes tipos de cancer.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Detectar o gene da parasporina 4 em linhagens padréo de B. thuringiensis
por meio de PCR com primers especificos.

e Clonar os fragmentos obtidos a partir das amostras positivas provindas da
PCR.

e Sequenciar os amplicons para confirmagdo da presenca do gene de
interesse.

e Realizar andlise in silico a fim de se observar a identidade genética das

sequéncias com aquelas presentes no banco de dados (Genbank).
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. B.thuringiensis: taxonomia e biologia

B. thuringiensis é uma espécie pertencente ao filo Firmicutes, classe
Firmibacteria, ordem Eubacteriales, familia Bacillaceae, possuindo varias
subespécies. E uma bactéria gram-positiva, entomopatogénica, aerdbica ou
facultativamente anaerdbica, ndo-capsulada e moével com flagelos peritricosos,
presente em amostras de solo e trato digestivo de Arthopoda e outros
invertebrados superiores (ROGOFF; YOUSTEN, 1969; WEI; HALE et al., 2003;
MENDOZA-ALMANZA et al., 2020).

As subespécies de B. thuringiensis sdo agrupadas de acordo com suas
propriedades bioquimicas e imunogénicas, na reacdo de aglutinacdo de antigenos
flagelares das células vegetativas, possibilitando a obtencdo de anticorpos (DE
BARJAC & FRACHON, 1990). Desta forma, a espécie € dividida em 86
subespécies. Porém ha algumas divergéncias para esse valor, devido a, por
exemplo, algumas estirpes de B. cereus que possuem proteinas que reagem com
soros especificos para B. thuringiensis, indicando falsos positivos (DE BARJAC &
BONNEFOI, 1973) e a subespécies de B. thuringiensis sem flagelos que nao
entraram nessa classificacdo. Hoje, depois de véarias pesquisas sobre as linhagens
de B. thuringiensis, ha uma estimativa de mais de 50.000 estirpes conhecidas no
mundo (MONNERAT et al., 2001) e um nimero ndo conclusivo de subespécies.

Atualmente o uso de microrganismos entomopatégenos como agentes de
controle biolégico tem se mostrado de grande importancia como alternativa ao
controle quimico de pragas, e 0 mais importante entre eles € a bactéria B.
thuringiensis. Produtos baseados no uso de B. thuringiensis sdo os mais
sucedidos no mundo com um ganho de 8 bilhdes de dolares anuais. O que
distingue esta bactéria dos outros membros do grupo Bacillus é a sua capacidade
de produzir inclusées cristalinas parasporais. (DOMINGUEZ-ARRIZABALAGA et
al., 2020)

Em relag&o ao ciclo de vida do B. thuringiensis, ha uma divisdo em duas
fases, sendo uma de divisdo celular vegetativa, na qual ha a multiplicacdo por

divisdo binaria, e uma fase de esporulacdo, dada pela formacdo do esporo,
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estrutura germinativa liberada ap6s a desintegracdo da parede celular e
responsavel por iniciar a fase vegetativa da bactéria em ambiente favoravel ao
crescimento. Durante a fase de esporulacdo ocorre também a producdo de
proteinas cristalinas que se acumulam na periferia dos esporos na forma de
cristais em um dos polos da célula (LERECLUS, 1988; HOFTE & WHITELEY,
1989; PEFEROEN, 1997). Estes cristais sS40 compostos por uma ou varias delta-
endotoxinas altamente téxicas e especificas (HERRERO et al.,, 2001, SIEGEL,
2001).

Além disso, B. thuringiensis também €& capaz de produzir outras toxinas,
como as a-exotoxinas, [-exotoxinas, hemolisinas, exoenzimas, quitinases,
fosfolipases e proteinas inseticidas vegetativas (Vip) (HANSEN; SALAMITOU,
2000), todas de carater inseticida.

Apesar do que se achava evolutivamente sobre a relagdo hospedeiro-
parasita existente entre insetos e B. thuringiensis, estudos como de OHBA et al.
(2009) demostraram que essa bactéria € apenas um organismo saprofita e ndo um
patdgeno obrigatério. A concluséo foi obtida ap6s a confirmacdo da existéncia de
maior nimero de proteinas Cry ndo inseticidas em B. thuringiensis (OHBA et al.,
1986; HASTOWO et al., 1992; MAEDA et al., 2000; LEE et al., 2003; MENDOZA-
ALMANZA et al.,, 2020). MIZUKI et al. (1999). Com a intencdo de procurar
atividades nédo inseticidas das proteinas Cry de B. thuringiensis, estes autores
encontraram, apés uma ampla varredura de estirpes, proteinas capazes de
discriminar células T normais de células T leucémicas, matando somente a
linhagem tumorigénica. Essas proteinas Cry, com atividade anticancerosa,
receberam o nome de Parasporinas e foram definidas como ndo hemoliticas e

toxicas, preferencialmente para células cancerosas (MIZUKI et al., 2000).

3.2. Bacillus thuringiensis: principais toxinas inseticidas

3.2.1. Proteinas Cry (Cristal)

Cry € uma proteina presente nas inclusdes cristalinas parasporais liberadas

durante a fase de esporulagdo do B. thuringiensis, que sdo sintetizadas por um
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gene de mesmo nome; essas toxinas sdo altamente especificas para seus
organismos-alvo (MENDOZA-ALMANZA et al.,, 2020). Elas sdao amplamente
utilizadas no controle de insetos de ordens como Hymenoptera, Coleoptera,
Homoptera, Orthoptera e Mallophaga, assim como nematdides, acaros e
protozoarios. Gracas a sua atividade toxica, foi possivel o controle biologico de
pragas por meio de formulacbes de spray e plantagbes transgénicas que
incorporam proteinas Cry ou algum fragmento ativo (MENDOZA-ALMANZA et al.,
2020).

Segundo BRAVO (1997), as inclusdes cristalinas séo ingeridas pelas larvas
na forma de protoxinas e se tornam tdéxicas apos solubilizacdo e clivagem por
proteases do intestino do inseto. As toxinas se ligam as diferentes proteinas
intestinais receptoras do inseto levando a formacédo de poros e inducdo da lise
celular. Dessa forma, estudos mostram que diversos grupos de insetos séo

suscetiveis as toxinas Cry de B. thuringiensis.

3.2.2. Proteinas Vip (Proteina Inseticida Vegetativa)

Descritas por ESTRUCH et al. (1996), essas proteinas recebem o nome de
Vip por serem produzidas na fase vegetativa de crescimento de B. thuringiensis.
Em relacdo ao seu modo de ac¢éo, a Vip forma poros na membrana do epitélio do
intestino médio, sendo tdxica a varios insetos pragas, principalmente aqueles
pertencentes a ordem Lepidoptera (YU et al., 1997; LOGUERCIO et al., 2002; LEE
et al.,, 2003. MENDOZA-ALMANZA et al., 2020). Muitos estudos estdo sendo
realizados em torno destas proteinas visando seu poder inseticida e como
alternativa ao manejo da resisténcia dos insetos as toxinas Cry. Segundo FANG
(2007), a descoberta dessas proteinas € uma das mais relevantes para as

pesquisas envolvendo controle biolégico de pragas.

3.3. Proteinas PS (Parasporinas)
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A Parasporina foi definida como sendo uma proteina parasporal bacteriana
capaz, preferencialmente, de matar células cancerosas, devendo-se notar que 0s
termos Cry e PS ndo sdo mutuamente exclusivos e proteinas PS podem possuir
atividade inseticida e citocida do cancer ao mesmo tempo (SOBERON et al., 2018,
ABERKANE et al., 2020).

Assim como as toxinas Cry, as Parasporinas sdo moléculas sintetizadas
como protoxinas, que compdem o cristal parasporal, e requerem processamento
proteolitico para exercer todo o seu potencial citotoxico; porém, apesar da
semelhanca estrutural, estas apresentam apenas 25% de homologia com a
sequéncia de amino4cidos das Cry e, por isso, receberam sistema de
classificacdo distinto (MIZUKI et al., 2000; SAITOH et al., 2006; OHBA, et al.,
2009; ABERKANE et al., 2020). Em 2010 foi estabelecido por OKUMURA et al. o
Comité de Classificacdo e Nomenclatura de Parasporina
(http://parasporin.fitc.pref.fukuoka.jp/) a qual inclui seis subgrupos (PS1 a PS6),

resumidos na Figura 1.

Figura 1: Classificacao e caracteristicas das proteinas PS. (---) Ndo determinado.
(GARCIA, 2016; OKUMURA et al., 2010).

Parasporina  Nemenclatura Cry Cepa Bt ﬁ;:; F:g;?“ na g:ir::;:;s‘ﬂ Proteasa Pais Referencia
PS1Aal Cry31Aal 84HS-1-11 2,169 81 66,58,56 Tripsina B‘; ;";(Emdos (Mizuki et al, 2000)
PS1Aa2 Cry31Aa2 M15 2226 a3 55, 70 Tripsina Canadd {Jung et al, 2007)
PS1Aa3 Cry31Aa3 B195 2,169 81 56 Tripsina Japén (Uemori et al, 2008)
PS1Aad Cry31Aad Bt79-25 2,169 81 - Proteinasa K Vietnam (Yasutake et al., 2008)
PS1Aa5 Cry31Aa5 Bt92-10 2,169 81 — Proteinasa K Vietnam (Yasutake et al., 2008)
PS1Aa6 Cry31Aa6 64-1-94, M15, MO19 2262 70 15y 55 Tripsina Jcaap::ééca"be' (Nagamatsu et al, 2010)
PS1Ab1 Cry31Ab1 B195 2,178 82 56 Tripsina Japon (Uemori et al., 2008)
PS1Ab2 Cry31Ab2 Bt-31-5 2178 82 - Proteinasa K Vietnam (Yasutake et al., 2008)
PS1Acl Cry31Acl Bt-87-29 2331 a7 — Proteinasa K Vietnam (Yasutake et al., 2008)
(Kuroda et al, 2013 - No
PS1AC2 Cry31Ac2 B0462 2,331 87 15 y 607445 Proteinasa K Japén publicade; Kuroda et al.,
2013)
PS1Ad1 Cry31Ad1 64-1-94, M15, M019 2,262 73 14y 59 Tripsina Jcaf::ééca"be' {Nagamatsu et al, 2010)
i . . Jap6n, Estados (lto et al., 2004)
P52Aal Cryd6Aal A1547, 4R2 1,014 37 30 Proteinasa K Unidos. (Brasseur et al,, 2015)
. (Ishikawa et al., 2008 2013

PS2Aa2 Cry31Aa2 A1470 1,011 37 - - ‘

v ! Japen — No publicado)
PS2Ab1 Cry31Ab1 TK-E6 912 33 29 Proteinasa K Japén (Hayakawa et al., 2007)
PS3Aal Cryd1Aal Al4e2 2,475 88 64 Proteinasa K Japén {Yamashita et al., 2005)
PS3AR1 Cryd1Ab1 Alde2 2,487 70 - Tripsina Japén (Nagamatsu et al., 2010)
PSdAal CrydsAal A1470, T98+ 2,487 30 268 Pepsina 6 Japén {Okomura et al,, 2004)

Proteinasa K
PS5Aal Cry64Aal A1100 918 33 30 Proteinasa K Japén (Ekino et al,, 2014)
s Cari

PS6Al Cry63Aal 64-1-94, M15, 1019 2,259 85 14y 59 Tripsina J(Za:::da arbe, {Nagamatsu et al, 2010)
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A) PS1

A primeira Parasporina, denominada Parasporina 1 (PS1), foi isolada a
partir da estirpe de B. thuringiensis A1190 em 2005 por Katayama e
colaboradores. Esta apresenta uma identidade na sua sequéncia de aminoacidos
com as sequéncias das proteinas inseticidas Cry e Cyt menor que 25%
(VELASQUEZ et al., 2018).

PS1 é composta por uma protoxina de 81 kDa, que quando ativada por
tripsina produz um fragmento de 15 kDa e outro de 56 kDa que formam um
complexo ativo (Figura 2), sendo esses entdo, responsaveis pela atividade toxica
da PS1, quando em cultura, por mais de 20 horas, em células tumorais Hela
(cancer cervical), células HL60 (leucemia promielocitica humana) e MOLT-4
(célula leucémica humana) (KATAYAMA et al., 2005; SOBERON et al., 2018).
Apresentam também efeito citotoxico contra células Sa-wano (células de cancer
endometrial) e HepG2 (células de cancer de figado) e nenhuma atividade toxica
contra células T obtidas de tecidos normais e linhas de células MRC-5
(VELASQUEZ et al., 2018).

B) PS2

Diferentemente da PS1, a PS2 ndo apresenta trés dominios fazendo
homologia as Cry inseticidas, porém, apresenta identidade com gene cry devido a
presenca de toxinas tipo MTX de Lysinibacillus sphaericus (ITO et al., 2004;
AKIBA et al., 2009). A Parasporina 2 apresenta toxicidade contra células T
leucémicas, cancer de Utero e cancer hepatico.

A protoxina é de 37 kDa e € ativada no processamento proteolitico pela
Proteinase K. A toxina ativa gera a formacéo de oligbmeros nas regides ricas em
colesterol, que formam poros e consequentemente a lise celular, ndo ocorrendo
apoptose (Figura 2). Estdo envolvidas nessa atividade citotoxica as proteinas

ancoradas de glicosilfosfatidilinositol (GPI), que possivelmente funcionam como
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receptores dessa proteina (ITO et al., 2004; KITADA et al.,, 2009; AKIBA et al.,
2009; SOBERON et al., 2018).

C) PS3

A Parasporina 3 (PS3), isolada de B. thuringiensis de solo japonés, foi
identificada em uma Unica estirpe, B. thuringiensis A1462 (MIZUKI et al., 1999).
Esta, da mesma forma que as outras protoxinas de B. thuringiensis, precisa ser
clivada proteoliticamente para tornar-se uma toxina ativa;, sendo assim, S&o
produzidas formas ativas da toxina com massa molecular de 64 kDa quando sao
clivadas por proteinase K em suas porcdes N- terminais (Figura 2) (YAMASHITA
et al., 2000; SOBERON et al., 2018).

Em relacdo a acdo da PS3 na morte celular, tem-se a hipétese de que a
mesma produza morte necrética devido a formacdo de poros na membrana
plasmética das células cancerosas, tendo como evidéncia testes in vitro que
mostraram que a PS3Aal aumentava a permeabilidade do plasma (VELASQUEZ
et al., 2018).

D) PS4

A PS4 possui uma protoxina de 34 kDa com 3 dominios e apresenta
homologia de sequéncia com a toxina Epsilon (ETX) (21%) e a toxina Aerolisina
(10%), semelhante & observada no grupo PS2 (VELASQUEZ et al., 2018). E
ativada pela Proteinase K e produz uma toxina de 27 kDa (SOBERON et al., 2018)
que, segundo OHBA et al. (2009), é toxica as células T leucémicas, células de
cancer de coélon e do cancer do colo do utero (Figura 2). Diferentemente da PS2,
ndo necessita do colesterol para gerar poros. Apesar de apresentar trés
sequéncias relatadas no GenBank (AB180980.1; KC832500.1; KC832499.1),
apenas uma foi descrita e caracterizada, sendo esta a PS4Aal, produzida pela
cepa A1470 (OKUMURA et al., 2004).

Esta Parasporina ndo possui blocos conservados nem estrutura tipica das

proteinas inseticidas Cry-3d (OKUMURA et al., 2006), além disso é a Unica
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solubilizada em pH &cido, pois apresenta aumento de 25% em seu efeito citotoxico
para varias linhagens celulares, em comparacdo com sua atividade apds
solubilizacdo em tampao carbonato (VELASQUEZ et al., 2018).

E) PS5

A PS5 (Cry64Aa) foi isolada e purificada da cepa B. thuringiensis
tohokuensis A1100 por EKINO et al., (2014) e mostra atividade citotdéxica contra
células-T humanas com leucemia (MOLT-4). Tem uma massa molecular de 33,8
kDa na sua forma de protoxina, e quando clivada pela proteinase K produz um
fragmento de 29,8 kDa (Figura 2) (VELASQUEZ et al., 2018).

F) PS6

Isolada das cepas B. thuringiensis M109 e CP84 (NAGAMATSU et al.,
2010), a PS6 se trata de uma toxina Cry com 3 dominios (Figura 2) que apresenta
56,4% de identidade com as proteinas inseticidas Cry2 (XU et al., 2014), tem
maior atividade citotoxica em relacédo as células HepG2 e HeLa (NAGAMATSU et
al., 2010).

As protoxinas de PS1 e PS6 estdo relacionadas entre si em alguns
aspectos, uma vez que compartilham sequéncias conservadas em seus primeiros
50 residuos de aminoacidos (LENINA et al., 2014). Ainda h& poucos estudos

acerca do seu mecanismo de acao e efeito citotoxico (VELASQUEZ et al., 2018).

Figura 2. Caracteristicas dos seis diferentes grupos de Parasporinas. PS1 (Cry31A), PS3
(Cry41lA) e PS6 (Cry63A) pertencem as toxinas 3d-Cry. PS2Aal (Cry46Aal), PS4
(Cry45A) e PS5 (Cry64A) pertencem as toxinas Cry semelhantes a Mtx (Sobéron et al.,
2018).

20



-Termipal 3d-Cry toxin Tivpsin N-Terminal
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3.4. Parasporinas e o Cancer

O céncer é uma das principais doencas ndo transmissiveis que mais
causam oObito no mundo (ABOUL-SOUD et al, 2019). Segundo a Unido
Internacional de Controle do Cancer (UICC) houve um numero estimado de
9.555.027 de mortes por cancer no mundo no ano de 2018 e esse ndmero tende a
aumentar 71,5% até 2040. O UICC ainda mostra que o numero de casos de morte
por cancer no Brasil foi de 243.588 em 2018.

O Brasil tenta lutar contra o céancer, desde o século 20, e anteriormente
tratava-se mais sobre diagndstico e tratamento, devido ao pouco conhecimento
sobre o funcionamento biolégico da doenca em si (INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER, 1999). De acordo com a WHO, o cancer tem maior prevaléncia em
lugares desenvolvidos, pois o0s paises subdesenvolvidos possuem maior
incidéncia de doencgas transmissiveis.

Os paises desenvolvidos apresentam um predominio em tipos de cancer

relacionados ao desenvolvimento e urbanizacdo como o de pulmdo, reto, célon,
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prostata e mama, enquanto em paises em desenvolvimento, a prevaléncia é de
canceres associados a infec¢des (colo do utero, estdbmago, esdfago, figado). De
modo geral, os tipos de cancer com maior incidéncia no mundo em 2018 foram o
de mama, prostata, figado, colo retal, cervical, estbmago, rim, corpo do Utero,
tireoide, e de ovario.

Com o aumento esperado dessas neoplasias novas formas de tratamento
estdo sendo estudadas, como imunomodulacdo, uso de células T-CAR,
imunoterapia combinada, etc (ABOUL-SOUD et al., 2019).

Apesar dos avangos no tratamento do cancer, a taxa de mortalidade devido
a esta doencga ainda € muito alta. Devido ao desenvolvimento de resisténcia por
células cancerosas as drogas quimioterapicas atuais, ha uma necessidade
urgente de adicionar novas armas ao arsenal de drogas anticancer para lutar
contra esta doenca mortal.

Proteinas de inclusdo parasporal de B. thuringiensis com citotoxicidade
contra células cancerosas especificas, aliada ao baixo custo de producéo
industrial podem se tornar promissoras no desenvolvimento de drogas
anticancerigenas. A natureza termoestavel das proteinas PS em solucdo aquosa
as torna adequadas para a producado industrial. A variabilidade na riqueza de
aminoacidos encontrada entre as diferentes classes de proteina Parasporinas,
como as Parasporinas 1 e 3 que se mostram ricas em leucina e as Parasporinas 4
e 6 em glicina e iso-leucina, respectivamente, pode categoriza-las como proteinas
anticancer em potencial, haja vista que a proteina anticancer tende a ser rica
nesses aminodcidos (TYAGI et al., 2013).

A aplicacdo das Parasporinas como mais uma alternativa para a terapia do
cancer estd embasada nos trabalhos desenvolvidos com culturas de células in
vitro. Os efeitos destas proteinas foram estudados em Cancer cervical, Cancer
endometrial, Cancer colorretal, Cancer de mama, Leucemia linfoblastica aguda,
Leucemia promielocitica e Cancer de figado (OKASSOV et al., 2015; ABOUL-
SOUD et al., 2019). Esses estudos se tornam promissores e podem resultar em
um tipo de terapia mais acessivel quando o objetivo € utilizar a biodiversidade
bacteriana como fonte de moléculas que poderdo ser utilizadas no

desenvolvimento de drogas contra os diferentes tipos de cancer.
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No entanto, embora as proteinas Parasporinas tenham citotoxicidade
especifica para diferentes linhagens de células cancerosas estas nao podem ser
usadas diretamente para tratamentos devido as reacdes imunoldgicas imprevistas
aos pacientes. Isso requer um estudo detalhado da funcao-estrutura molecular
envolvendo a acao Unica da Parasporina. Sao necessarios estudos in silico para
elucidar a composi¢éo, orientacdo estrutural da proteina Parasporina quando da
interacdo com a células cancerigena, a estrutura de dominio funcionalmente
modular da toxina e a avaliacdo de seguranca dessas proteinas precisa ser
realizada em uma variedade maior de espécies ndo-alvo para demonstrar

experimentalmente sua especificidade e seguran¢a (AKTARA et al., 2019).
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4. MATERIAL E METODOS

O presente projeto foi desenvolvido na Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias de Jaboticabal FCAV/UNESP, nas dependéncias do Laboratorio de
Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada - LGBBA, situado no
Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria, sob a supervisdo da Profa.

Dra. Janete Apparecida Desidério e da doutoranda Raquel Oliveira Moreira.

4.1. Cultivo bacteriano

As cepas de B. thuringiensis utilizadas neste trabalho consistiram de 64
linhagens elites (Tabela 1), as quais foram retiradas do estoque, onde sao
mantidas a temperatura ambiente na forma de papéis filtro impregnadas com uma
suspensao de esporos em agua deionizada estéril. O volume de 1uL da
suspensao de esporos foi estriado em placas de Petri contendo meio de cultura
sélida BHI “Brain Heart Infusion Broth” (Himedia) e acondicionadas em estufa a

30°C por pelo menos 16h.

Tabela 1. Lista de linhagens padrbes presentes no banco de isolados do Laboratério de

Genética de Bactérias e Biotecnologia Aplicada (LGBBA)

B.t. alesti TO3 001 B.t. aizawai T07 001 B.t. amagiensis
B.t. thuringiensis TO1 001 B.t. neoleonensis T24 001 B.t. cameroun

B.t. kumamotoensis B.t. coreanensis T25 001 B.t. konkukian

B.t. indiana B.t. silo T26 001 B.t. monterrey

B.t. tochigiensis B.t. entomocidus T06 A001 B.t. leesis

B.t. canadensis B.t. shandongiensis T22 001  B.t. seoulensis
B.t. pakistani T13 001 B.t. pondicheriensis T20 A001 B.t. jinghongiensis
B.t. sotto T04 001 B.t. mexicanensis T27 001 B.t. oswaldocruzi
B.t. tohokuensis B.t. ostridial TO8 A001 B.t. higo
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B.t. dakota B.t. japonensis T23 001 B.t. malayensis
B.t. israelensis T14 001 B.t. nigeriensis T08 BO0O1 B.t. andalonsiensis

B.t. israelensis SPS1 (Bti ES) B.t. dendrolimus T04 A001 B.t. novosibirsk

B.t. tenebrionis B.t. kyushuensi T11 A0OO1 B.t. brasiliensis

B.t. darmstadiensis T10 001 B.t. londrina (Br 33) B.t. kurstaki cry (-) BB.t. 90 pig+
B.t. finitimus T02 001 B.t. kurstaki (HD73) B.t. thuringiensis TO1 328

B.t. kurstaki (HD1) B.t. kenyae T04 A001 B.t. HD125

B.t. morrisoni T08 001 B.t. toyamensis B.t. kurstaki 2

B.t. toumanoffi T11 001 B.t. fukuokaensis T0O3 C001 B.t. wuhanensis HD525

B.t. galleriae TO5 001 B.t. colmeri T21 001 B.t. LM79 (~B.t tenebrionis)

B.t. thompsoni T12 001 B.t. yunnanensis T20 001

B.t. tolworthi TO9 001 B.t. sumiyoshiensis T03 BOO1

B.t. subtoxicus T06 001 B.t. tonguchini

4.2. Extracdo de DNA total de B. thuringiensis

O DNA total das linhagens de B. thuringiensis foram extraidos pelo método
de extracdo rapida descrito por BRAVO et. al (1998), com as seguintes
modificacdes: Partindo do crescimento da bactéria em placa de meio BHI-agar por
16h, a retirada de coldnias foi feita com uma alca de cromo-niquel e adicionadas a
200uL de agua deionizada estéril em tubo de polipropileno de 1,5 mL. Os tubos
foram posteriormente colocados em freezer -80°C por 20 minutos. Apls o
congelamento, os tubos foram colocados em agua fervente (100°C) por 10
minutos para a lise das células. Em seguida ao choque térmico, as células foram
centrifugadas a 15.000 x g por 10 minutos, sendo o sobrenadante final contendo o
material genético transferido para um tubo novo de microcentrifuga e armazenado
a -20 °C até a sua utilizagdo. A quantificacdo do material proveniente das
extragdes foi realizada no aparelho Nanodrop (Thermo Scientific®), mensurando-
se a absorbancia nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm, sendo a
concentracdo de DNA determinada pela absorbéncia a 260 nm e a relacéo

25



260/280 nm calculada segundo SAMBROOK & RUSSEL (2001) para se
determinar a qualidade das amostras de DNA.

4.3. Isolamento parcial do gene ps4 por PCR

Para a otimizacéo da PCR, foi escolhido a linhagem padréao B. thuringiensis
subspécie shandogiensis como controle positivo para o gene ps4, dado ser a
primeira linhagem descrita como portadora deste gene, cuja sequéncia completa
esta disponivel no GenBank sob o niumero de acesso AB180980. Para verificar a
presenca do gene de Parasporina no DNA extraido, foram utilizados na PCR
convencional os iniciadores para ps4, descritos por CHUBICKA et al. (2018),
sendo 5TGGTGTGCTGCAAGGGGATA'3 a sequéncia do iniciador direto e
5CCGCTTGGTAGCGAAACTGG’3 a sequéncia do iniciador reverso, que geram
um amplicon de 736 pb.

Condicdbes de PCR com diferentes concentracdes de reagentes e
temperatura de anelamento dos iniciadores foram testadas até encontrar a que
melhor amplificasse os fragmentos com tamanhos esperados. Sendo assim, a
reacao para deteccédo do gene escolhida foi composta por 2 yl de DNA gendmico
(100 ng/uL), 1 uL de iniciador reverso (10 pmol), 1 pl de iniciador direto (10 pmol),
1 pl de dNTPs (10 mM), 2,5 ul de tampao 10X, 1 yL de MgCl, (50 mM), 1uL de
Taq Polimerase (0,3 U/uL) e agua deionizada estéril q.s.p para 25 uL de reacéo.

As condi¢cdes de amplificacdo basearam-se nas etapas de desnaturacao
inicial a 72°C por 2 min, 30 ciclos de desnaturacdo a 72°C por 1 min, anelamento a
59°C por 1 min, extensdo a 94°C por 1 min e ao final dos ciclos, extensao final a
94°C por 10 min. As amostras foram visualizadas e analisadas em géis de
agarose 1%, utlizando-se de 5 yL do produto da PCR e 3 yL de tampéao de
carregamento (Tris — HCI 0,1M, pH 6.8; azul de bromofenol a 0,02%; glicerol
50%).

Os géis, contendo brometo de etideo (0,5 pug/mL) foram submetidos a
eletroforese horizontal a 80 V por 2 h, conduzida em tampéao TEB (Tris 0,4 M,
EDTA 0,1M, Borato 0,01 M, pH 8,3), contendo brometo de etideo (0,5 ug/mL). Os
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fragmentos amplificados foram comparados com o marcador de tamanho
molecular “1kb DNA ladder” (Fermentas), o qual serviu como referéncia de
migracdo eletroforética para verificacdo dos tamanhos dos fragmentos obtidos
apos a reacdo de PCR. Os géis de agarose foram visualizados sob fonte de luz
U.V e registrados por meio de um sistema de fotodocumentacdo digital em
equipamento GEL DOC 2000 (BioRad), por meio do programa “Quantity-One”.

4.4. Clonagem do fragmento parcial do gene ps4 de uma linhagem

padréo

Dentre as cepas de B. thuringiensis presentes na colecdo, o segmento de
DNA amplificado na linhagem B. t. coreanensis foi purificado e clonado para
confirmacéo da identidade génica por sequenciamento.

O produto de PCR foi purificado usando o QIAquick PCR Purification Kits
(QIAGEN) de acordo com as instrucdes do fabricante. O DNA obtido foi
qguantificado por espectrofotometria pelo aparelho Nanodrop (Thermo Scientific®)
e a integridade foi analisada em gel de agarose a 1%, conforme detalhado no item
4.3.

Apos o procedimento de purificacdo, o amplicon foi clonado utilizando o
CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific, codigo K1232) (Figura 3),
um sistema de clonagem compativel com todas as cepas de E. coli comuns de
laboratorio. O pJET1.2/ blunt fornecido no kit € um vetor de clonagem linearizado,
de 2974 pb, que aceita a insercdo de amplicons de 6 bp a 10 kb. Tal vetor possui
um gene letal denominado eco47IR que € interrompido apés a ligacdo do inserto
alvo no seu sitio de clonagem, fazendo com que apenas células com plasmideos
recombinantes sejam capazes de se propagar. Para clonar o produto de PCR com
extremidades 3°A geradas pela Taq DNA polimerase, as indica¢fes do fabricante

conforme descrito no Sticky — End Cloning Protocol foram seguidas.

Figura 3. Mapa do vetor pJET 1.2/blunt (Thermo Fisher Scientific).
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(Fonte:https://www.snapgene.com/resources/plasmid/files/?set=basic_cloning_vectors&plasmid=p

JET1.2).

As células de E. coli DH5 foram utilizadas para a transformacao por meio do
método de choque térmico de HANAHAN (1983), na qual foi adicionado 2 uL de
amplicon em 50 ul de células competentes, posteriormente deixado em banho de
gelo por 25 minutos. Apds foi colocado por 2 minutos no banho a 42 °C, e passado
rapidamente para o gelo permanecendo por 2 minutos. A seguir foi adicionado 800
Ml do meio SOC (20 g de Triptona /L; 5 g Extrato de levedura/L; 0,5 g NaCl /L; 2,5
Mm de KCI; 7 mM de MgCl,; 20 mM Glicose; pH 7,0) a 37 °C e foi deixado sob
agitacao por aproximadamente 1 hora.

Por fim foram selecionadas em placas de LB 2x (10 g de triptona/L, 5 g de
extrato de levedura/L e 5 g de NaCl/L, pH 7,0 e adicdo de 1,5 % de agar),
contendo 100 pg ampicilina/mL.

Os clones transformantes obtidos foram transferidos individualmente para

tubos de ensaio contendo 5 mL de meio de cultura LB liquido suplementado com
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ampicilina e as células foram multiplicadas a 37°C por 12 h sob agitacao constante
de 200 rpm.

Apoés o periodo de multiplicacdo das células, 3 mL da cultura foi utilizada
para a extracdo do DNA plasmidial através da lise alcalina com SDS (Dodecll
Sulfato de Sdédio) segundo SAMBROOK & RUSSEL (2001). Posteriormente, a
cultura restante referente aos clones foi aliquotada em 700 pL e assepticamente
estocada em glicerol (100%) estéril, sendo mantidas em ultra-freezer a -80° C.

O DNA plasmidial obtido foi quantificado em espectrofotbmetro e
posteriormente foi armazenado a -20°C até os testes de confirmacdo dos clones

contendo o gene ps4.

4.5. Confirmacao dos clones contendo o gene ps4 por PCR

O DNA plasmidial dos clones foram utilizados em reagbes de PCR com os
oligonucleotideos especificos do gene ps4 citados no item 4.3 permitindo
visualizar presenca ou auséncia do inserto através do produto amplificado. As
reacoes e os ciclos de amplificacdo estdo descritos no item 4.3.

O vetor pJET/blunt contém um sitio de clonagem mudltipla expandido, bem
como um promotor T7 para a transcricdo in vitro. Portanto, além dos
oligonucleotideos ja descritos para o gene de interesse, também foi utilizado
oligonucleotideos presente no vetor pJET/blunt (pJET 1.2 Forward Sequencing
Primer e pJET 1.2 Sequencing Reverse Primer) para verificar se o gene estava
clonado na fase de leitura correta do promotor. As reagdes e os ciclos utilizados
foram as indicadas no manual do vetor, optando pelo uso da GoTaqg® Green
Master Mix (Promega) e 1,5 yL de DNA plasmidial a 500ng/puL.

Apbs eletroforese e visualizacdo em luz U. V. e confirmac¢do do tamanho
esperado, a amostra referente ao DNA plasmidial do clone positivo foi

encaminhada para a confirmagao por sequenciamento.
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4.6. Sequenciamento do DNA plasmidial do clone de E. coli positivo para a

presenca do gene parcial ps4

A amostra de DNA plasmidial provinda da clonagem e com amplicon
confirmado foi utilizada como molde nas rea¢gdes de sequenciamento utilizando os
iniciadores referentes vetor pJET1.2/ blunt. O sequenciamento foi feito no Centro
de Recursos Biologicos e Biologia Gendmica (CREBIO), sediado na UNESP —
Campus de Jaboticabal, através do sequenciador automatico de primeira geracao
(Método de Sanger) com 96 capilares, ABI 3730 xI DNA Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, California, CA). As corridas foram efetuadas em capilares
de 50 cm utilizando o polimero POP7, o BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit e controle interno com DNA de pGEM™-3Zf(+) fornecidos pela

Applied Biosystems.

4.7. Analise da sequéncia obtida

A sequéncia parcial obtida do gene ps4 foi primeiramente editada a partir do
programa Bioedit, na qual foi retirada a sequéncia relativa ao vetor, mantendo
somente a regido que foi devidamente sequenciada e que ndo possuia a presenca
de “gaps”.

Em seguida realizou-se uma comparacdo da sequéncia editada com o
banco de dados, através da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) e dentro da mesma foi utilizado o algoritmo blastn, para a comparacdo de
identidade entre sequéncias no banco de dados de sequéncias de nucleotidicas e
blastx para a comparacao de identidade entre sequéncias traduzidas, em todos os
quadros de leitura, contra um banco de dados de proteinas, para que dessa forma,
fosse confirmado o gene de interesse.

Para a construgdo da arvore baseada em distancia foi utilizado o método
Neighbour-Joining através da ferramenta BLAST, em que foi disposta a sequéncia
obtida neste trabalho com aquelas do alinhamento realizado no algoritmo blastn.

Estas sequéncias séo parciais e também completas de ps4 presentes no banco de
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dados, juntamente as sequéncias de Cry45 e um grupo externo do género Bacillus

de outra espécie.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de DNA extraidas das linhagens de B. thuringiensis foram
guantificadas e apresentaram relacdo de absorbancia 260/280 nm dentro da faixa
de 1,8 a 2,2, tidas como de alta qualidade e concentracées adequadas sendo que,
para uso na PCR, as amostras de DNA foram diluidas para a concentracdo de 100
ng/uL

A analise das reacfes de PCR em géis de eletroforese permitiu observar
que, de 64 linhagens padréao testadas, apenas duas linhagens apresentaram o
fragmento de DNA amplificado com tamanho esperado de 736 pb.

Uma delas foi a linhagem B. thuringiensis subespécie shandongiensis, ja
descrita na literatura como portadora do gene ps4 e, portanto, utilizada como
controle positivo na reacdo com iniciadores especificos do gene (OKUMURA et al.,
2006). A outra cepa que apresentou produto de amplificacdo para o fragmento do
gene ps4 foi a linhagem B. thuringiensis subespécie coreanensis, ainda nao
descrita como portadora do referido gene (Figura 4). Quanto nas outras 62
linhagens de B. thuringiensis extraidas e verificadas por PCR, verificou-se

auséncia de amplificagdo (Figura 5).

Figura 4. Eletroferograma evidenciando o fragmento amplificado de 736 pb do gene ps4.
MM: Marcador molecular 1 kb DNA Ladder Fermentas. CP: Controle positivo
representado pelo B. thuringiensis subespécie shandongiensis. 25: B. thuringiensis

subespécie coreanensis. CN: Controle negativo da reacao.
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Figura 5. Eletroferograma evidenciando o produto amplificado do gene ps4 na linhagem
considerada controle positivo e a auséncia do mesmo em uma mostra de linhagens de B.
thuringiensis. MM: Marcador molecular 1 kb DNA Ladder Fermentas; CP: linhagem de B.
thuringiensis subespécie shandongiensis. Canaletas 1 a 24: linhagens elite pertencentes a
colecdo do LGBBA.
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Com base nesses resultados pode-se inferir que ndo € comum encontrar

estirpes portadoras do gene em estudo, sendo um gene de Parasporina pouco
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estudado e com apenas uma subclasse descrita. Estes resultados corroboram os
encontrados por GONZALES et al. (2011), SABIA JUNIOR, (2015) em que
trabalharam com diferentes genes de Parasporinas e também apresentaram
poucas amplificacbes para o gene ps4 ou nenhuma, classificando-a como uma
proteina relativamente rara em B. thuringiensis. CHUBICKA et al. (2018) e ABOUL
— SOUD et al. (2019), onde a triagem em um total de 70 e 9 estirpes,
respectivamente, confirmou entre 0 a 23% a presenca do gene ps4, também
reforcando o resultado encontrado.

Duas caracteristicas de estirpes com atividade de Parasporinas sédo que as
mesmas dificilmente produzem proteinas inseticidas e/ou hemoliticas (MIZUKI et
al., 2000; KITADA et al., 2006; AKIBA e OKUMURA, 2017). Mesmo nao excluindo
a possibilidade de algumas estirpes apresentarem simultaneamente atividades
inseticidas e citocida (AKIBA e OKUMURA, 2017), percebe-se que triagens na
colecédo de isolados devem ser exploradas. Linhagens padrdo sao reconhecidas
por serem eficientes como larvicidas ou hemoliticas, tornando a confirmacéo de
genes associados as proteinas Parasporinas mais complexa.

Como a linhagem B. thuringiensis coreanensis apresentou amplificacédo
para o gene ps4 e esta ainda ndo havia sido relatada até o presente momento,
buscou-se isolar e clonar este gene parcial a fim de realizar o sequenciamento e
verificar a identidade deste frente a linhagem padréo controle positivo, cuja
sequéncia € a unica completa disponivel no GenBank, sob nimero de acesso
AB180980, e outras sequéncias parciais presentes no banco de dados. Assim, 0
fragmento isolado por iniciadores especificos do gene ps4 foi purificado (Figura 6)
e utilizado para transformar células competentes de E. coli para clonagem no vetor
Clone JET PCR.

Figura 6. Eletroferograma evidenciando o fragmento amplificado do gene ps4 de B.
thuringiensis subespécie coreanensis e purificado para a clonagem em E.coli. MM:

marcador molecular 1kb DNA ladder Fermentas.
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Oito clones apenas foram obtidos na transformacédo por choque térmico
para 0 gene ps4 e, entre estes, apenas um plasmideo confirmou a presenca do
gene (Figura 7). A amostra denominada “DNA plasmidial 11” amplificou utilizando
tanto os oligonucleotideos especificos para o gene ps4 quanto utilizando os
oligonucleotideos do vetor pJET. A baixa eficiéncia da clonagem pode estar
associada a viabilidade do kit comercial usado, interferindo negativamente nas
atividades da enzima T4 ligase e do vetor. Outro fator € que o controle positivo
para a PCR fornecido no kit ndo apresentou amplificacdo (Figura 7), concluindo

assim o agravante dessa viabilidade em todos os componentes do kit em questao.

Figura 7. Eletroferogramas para a confirmagéo da clonagem do gene ps4 (736 pb) ligado
ao vetor pJET. O plasmideo 11 (canaleta 8) amplificou utilizando os iniciadores para o
proprio vetor de pJET (A) e confirmando a orientagdo correta para a clonagem, além de
evidenciar a amplificagdo com os iniciadores especificos para o gene ps4 (B). A: M -
Marcador Molecular 1 kb DNA Ladder (GeneRuler™); 1 - controle positivo disponibilizado
no kit do vetor (hdo houve amplificacdo devido a validade do kit estar extremamente

excedida); 2 a 11 — clones obtidos na clonagem. B: M - Marcador Molecular 1 kb DNA
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Ladder (GeneRuler™); 1 - controle positivo referente ao DNA gendmico da linhagem B.
thuringiensis shandongiensis; 2 a 11 — clones obtidos na clonagem.

M1 2 3 4 56 7 8 9 1011 M M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

750pb

O gene ps4 completo de B. thuringiensis shandongiensis compreende as
posi¢coes 113 a 940 pb da sequéncia AB180980 do banco de dados com 827 pb e
o fragmento amplificado pelo par de iniciadores PS4F e PS4R, utilizados neste
trabalho, gerou um produto de 736 pb. Apds sequenciamento e edicdo da
sequéncia pelo programa Bioedit foi possivel obter a sequéncia de nucleotideos

de 501 pb apresentada na Figura 8.

Figura 8: Sequéncia parcial (501 pb) do produto da amplificacdo do gene ps4 da

linhagem padréo B. thuringiensis coreanensis pertencente a colecdo do LGBBA.

>ps4_seq
TCAACTAGTCAGCCTATAGTCAGAACGATTACATTTAATGAAACGCTTACTGATTCACAGTCTAC
AACAACAGAACATGGTATCACAGCTGGAGTAAGTGCGACAGTAAAAAGTGAAGCGGGATTTGT
TTTTGCAAAGGTAGGTTTTGAAGTTACGGTTTCATTTCAATACAATTACACGACTACAAACACAT
ATACGACAGAAACGTCTCGGAGTTGGACAGATTCGCTTCAAGTCACCGTTCCGCCAGGTTATG
TAACGGAACATACATTTATTGTGCAAACTGGTCCATATAGTAAAAATGTAGTATTAGAGGCTGA
CATAGCAGGACATGGATGGTTTAATTATAGGGCTCCTGGTTATACTGCTACTGGAATAGTTAAT
ATCACACGAGTATTATATGACAATAAGGTTCCAGGCATTACTCCCTATCCAGACGATTTCTATG
CTCGATTCAGAGGTTCAGGAAAGTTAGAAGGAAAAATGGGACTTCAATCTTTT

Utilizando a sequéncia obtida nesse trabalho, verificou-se, por meio do
algoritmo BLAST (blastn), que a mesma apresenta 100% de identidade com a

sequéncia presente no plasmideo pST7-3, anotada como uma “proteina
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hipotética” (Figura 9). Este plasmideo foi completamente sequenciado e pertence
a linhagem de B. coreanensis cepa ST7 que teve seu genoma completo
sequenciado e depositado no GenBank sob niumero de acesso em 23 de junho de
2016 pelo autor: Zhu,J. Rice Research Institute, Sichuan. Agricultural University,
Huiming, Wenjiang, Sichuan 611130, China. O sequenciamento foi realizado a
partir do DNA genémico e consta de 5.665.360 bp. A sequéncia do plasmideo
pST7-3 apresenta 92.610 pb e estd depositado no GenBank sob numero de
acesso CP016197.1.

Quando comparada a Unica sequéncia completa de gene ps4 disponivel no
banco de dados referente a linhagem B. thuringiensis shandongiensis (AB180980),
utilizada como controle positivo, a sequéncia obtida neste trabalho apresentou
93% de identidade, assim como quando comparada a sequéncia parcial de ps4 de
uma cepa de B. thuringiensis denominada T98. E 92,40% de identidade foi
observada com outra sequéncia parcial de ps4 da cepa T186 de B. thuringiensis
(Figura 9).

Figura 9. Alinhamento da sequéncia parcial de nucleotideos (ps4_seq) de B. thuringiensis

coreanensis, obtida neste trabalho, por meio da ferramenta BLAST.

Sequences producing significant alignments Download “ [ Selectcolumns ~ Show @
select all 5 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results  EEIMSA Viewer
- P— Max | Total Query E Per. .
Description Seientific Name e o sy dent Acc. Len Accession
-

Bacillus thuringiensis sercvar coreanensis strain ST7 plasmid pST7-3,_complete sequence Bacillus thuringiensis sero. S04 504 100% 00 10000% 92610 CPO

745 T45 55% 0o 53.00% 630

partial cds

D gene for parasporin 14700, complet... Ba ero... 745 T45 BE% oo 93.00% 1118

Bacillus thuringiensis sirain T156 parasporin (pe44a) gene, partial cds 731 731 89% oo 52 40% B30

Bacillus thuringiensis Cry454a1-like protein 3 gene,_complete cds 395 450 T 3e-105 83.10% 703

Bacillus thuringis: 379 434 Ta%  3e-100 S6.44% a10

Bacillus thuringien: Bacillus thuringiensis 338 402 T4% 2e-38 8323%
Bacillus tropicus strain LM Bacillug tro) 136 186 &1%  Jed2 TITER
Bacillus thuringiensis LM1212 Bacillus thuringiensis LM1... 136 186 &81% Je-42 T3.79%
Macrobrachium nipponense isolste FS-2020 chi Matrobrachium nipponense 563 583 3% 0004 8837% 92354735 CPOE2020.1

Resultados similares foram observados quando se utilizou a sequéncia
deduzida de aminoacidos da ps4_seq (deste trabalho) gerada pelo aplicativo
blastx. Esta apresentou 100% de identidade com a sequéncia de aminoacidos
anotada como “proteina hipotética” (acesso ANN35810.1) presente no plasmideo

pST7-3 de B. thuringiensis coreanensis e 91% de identidade com a sequéncia da
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proteina Parasporina PS4 de B. thuringiensis shandongiensis, disponivel no banco
de dados com numero de acesso BAD22577.1 (Figura 10). Vale ressaltar que a
proteina Parasporina PS4Aal antes era denominada Cry45Aal e foi reclassificada
pelo Committee of Parasporin  Classification and  Nomenclature

(http://parasporin.fitc.pref.fukuoka.jp/).

Figura 10: Alinhamento por BLAST: blastx (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) da sequéncia
deduzida de amino&cidos da proteina PS4 de B.t. shandongiensis (BAD22577.1) (Query)
e a proteina hipotética de B.t. coreanensis (ANN35810.1) (Sbjct) apresentando 91% de

identidade entre elas.

Query 1 MATIINLANELAIWARRWCAARGYTYLVSCLORHTGNYGRIYNYNMSVEDPIVTIDNETHAR 60
Shjot 1 it a e ER....ES. ..t cnnnaans I.iinennnannns T. 60
Query 61 MARGTTPNPTSQPIIRTISFNETLTDSQSTATEHGITAGAEVTVESEAGLIFARVGFEVE 120
Ssbjet 61 ... ..... Suuuenn T B VEA . i v nnw FVewaoaaun T 120
Query 121 VSFQYNYTTTNTYTTETSRSWTDSLQITVPPGYVTEHTFIVQTGPYSENVVLEADIAGHG 180
Shbjot 121 i i i it i i a e na Vet i it sn s snsssssnasananammnnmmns 180
Query 181 WFNYSAPGYTGTGIVNITQVLYDNEVPGVIPYPDNFYARFRGSGELEGEMGLOSFVNLVE 240
Sbjoet 181 [ S 2 I..... Dttt it tensnamaanann I.. 240

Query 241 RPLLGRAGQVREYQIPVSLPSGLDIPIFDEVVSLY 275

Sbijet 241 L .L.5 .. i 0 275

Embora ndo tenhamos, ainda, o sequenciamento completo do gene ps4 da
linhagem B. thuringiensis coreanensis do presente estudo, a sequéncia parcial do
mesmo permitiu a andlise de identidade com as sequéncias do banco de dados e
a observacdo de que o gene ps4 encontra-se localizado em um plasmideo, que
pode até ser o pST7-3, ou muito semelhante a este. Somente o isolamento e
sequenciamento completo do plasmideo da linhagem em estudo poderia confirmar
esta hipétese. No entanto, pode-se afirmar que a proteina descrita anteriormente
como hipotética por ZHU (2016), codificada pela sequéncia de nucleotideos
presente no plasmideo pST7-3, € uma Parasporina da familia PS4. Esse resultado
€ contrario ao obtido por MIZUKI (2000) e ASSAEEDI & OSMAN (2017) que
descrevem a amplificacdo de genes Parasporinas somente em DNA gendmico e

nao em DNA plasmidial.
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Com base nas distancias genéticas inferidas pelo método Neighbour-joining
pelo algoritmo BLAST foi possivel construir uma arvore (Figura 11) a partir da qual
foi possivel constatar a divergéncia entre o gene ps4 com outros genes
semelhantes ao cry45, presentes também em cepas de B. thuringiensis. Apesar
da alta identidade (93%) observada entre a sequéncia do gene completo
(AB180980.2) com a sequéncia ps4_seq, obtida no presente trabalho, ambas nao
se encontram no mesmo no da arvore. A sequéncia ps4_seq se encontra mais
proxima da sequéncia presente no plasmideo pST7-3 de B. thuringiensis
coreanensis, e 0 gene completo ps4 de B. thuringiensis shandongiensis esta
presente em um grupo irmédo, que engloba as duas sequéncias parciais de ps4

presentes no banco de dados.

Figura 11: Arvore baseada em distancia inferida pelo método Neighbour-joining através
da ferramenta BLAST, em que ps4_seq representa a sequéncia obtida no trabalho.

Bacillus tropicus strain LM1212-W3 plasmid p2. complete sequence
Q Bacillus thuringiensis Cry45Aa-like protein 2 gene, complete cds
@ Bacillus thuringiensis Cry45Aa-like protein 1 gene, complete cds
3 Bacillus thuringiensis Cry45Aal-like protein 3 gene, complete cds
Bacillus thuringiensis strain T186 parasporin (ps4Aa) gene, partial cds

" ]
Bacillus thuringiensis strain T98 parasporin (ps4Aa) gene, partial cds
& Bacillus thuringiensis serovar shandongiensis ATGG 1470D gene for parasporin 1470D...
0.08 @
I I psd_seq
)

Bacillus thunngiensis serovar coreanensis strain ST7 plasmid pST7-3. complete sequence

Ainda foi possivel identificar na Figura 9 certa identidade (73%) do gene
ps4_seq com um gene plasmidial da estirpe de Bacillus tropicus (CP041075.1),
sendo este 0 grupo mais externo na arvore, mas, ainda assim, se apresentando
como um grupo irmao da sequéncia obtida, dos genes cry45 e das sequéncias dos
genes para a proteina Parasporina PS4, podendo assim deduzir a existéncia de
um possivel ancestral comum, do género Bacillus, e de outra possivel fonte de

gene ps4 em outra espécie de Bacillus.
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6. CONCLUSAO

Foi possivel com a realizacdo desde trabalho identificar uma linhagem de
Bacillus thuringiensis ainda ndo descrita no banco de dados como portadora de
Parasporina PS4, que apresenta certa divergéncia com a sequéncia da
Parasporina PS4 descrita por OKUMURA et al. (2006). Assim, fazendo-se uma
prospeccdo para trabalhos futuros, seria de grande valia a realizagcdo do
sequenciamento completo do gene ps4 da linhagem em estudo, para que novas
analises fossem realizadas frente a sequéncia ps4Aal completa presente no
banco de dados, para inferir corretamente se o gene encontrado se trata de uma
nova subclasse dessa proteina. Posteriormente, estudos de expressdo do gene
ps4 da linhagem B. thuringiensis shandogiensis e da linhagem B. thuringiensis
coreanensis seriam relevantes no sentido de se comparar a acdo das duas
proteinas em cultivos de células cancerigenas e como possivel proteina inseticida.
Dessa forma, faz-se muito importante a realizacdo deste e mais estudos para a
compreensao das proteinas Parasporinas, visto que as mesmas se apresentam
como uma nova alternativa promissora para o tratamento de varios tipos de

cancer.
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