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Resumo. As proteinas Cry produzidas pela bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis Berliner sdo bem conhecidas devido a alta citotoxicidade
que exibem a uma variedade de insetos-alvo. O modo de ac¢do destas proteinas é especifico e torna os produtos a base de B. thuringiensis os mais
amplamente utilizados em programas de controle bioldgico de pragas na agricultura e de importantes vetores de doengas humanas. Contudo, embora as
proteinas Cry sejam os fatores de viruléncia inseto-especifico mais conhecidos, linhagens de B. thuringiensis apresentam também uma ampla gama de
fatores de viruléncia, os quais permitem a bactéria atingir a hemolinfa e colonizar eficientemente o inseto hospedeiro. Dentre estes fatores, destacam-
se as proteinas Vip, Cyt, enterotoxinas, hemolisinas, fosfolipases, proteases, enzimas de degradagdo, além das recentemente descritas parasporinas.
Essa revisdo aborda a acdo desses fatores de viruléncia, bem como a caracterizagio e o controle da expressdo de seus genes. Adicionalmente, sdo
discutidos aspectos relacionados ao nicho ecolégico da bactéria com énfase nas caracteristicas envolvidas com a biosseguranca da utilizagdo dos
produtos a base de B. thuringiensis para o controle biologico de insetos-alvo.
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Virulence Factors of Bacillus thuringiensis Berliner: Something Beyond of Cry Proteins?

Abstract. The Cry proteins produced by the entomopathogenic bacterium Bacillus thuringiensis Berliner are widely known due to its high toxicity
against a variety of insects. The mode of action of these proteins is specific and becomes B. thuringiensis-based products the most used in biological
control programs of insect pests in agriculture and of important human disease vectors. However, while the Cry proteins are the best-known insect-
specific virulence factor, strains of B. thuringiensis show also a wide range of other virulence factors, which allow the bacteria to achieve the hemolymph
and colonize efficiently the insect host. Among these factors, we highlight the Vip proteins, Cyt, enterotoxins, hemolysins, phospholipases, proteases
and enzymes of degradation, in addition to the recently described parasporin. This review explores the action of these virulence factors, as well as, the
characterization and control of expression of their genes. Additionally, we discuss aspects related to the ecological niche of the bacteria with emphasis

on the characteristics involved in the biosafety of the use of B. thuringiensis-based products for biological control of target insects.

Keywords: Biological control; Biosafety; Virulence factors.

bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis

Berliner (Bt) foi descoberta no inicio do século

XX e é utilizada na agricultura para o controle de
insetos pragas em culturas de importancia agronémica, como
algodao, milho, soja, batata, tomate, grdos armazenados e
areas de reflorestamento. Além disso, os produtos a base de B.
thuringiensis sao os principais inseticidas biolégicos utilizados
em programas de larga escala para o controle de mosquitos
vetores de doengas, como dengue e malaria (WHo 1999).

O modo de aglo especifico e a remarcavel seguranca dos produtos
a base de B. thuringiensis sao relacionados com a producao de
uma inclusao cristalina parasporal na célula bacteriana durante
a esporulagdo ou na fase estacionaria (ViLas-oas et al. 2007). A
producio destes cristais protéicos representa uma caracteristica
tipica de B. thuringiensis e confere atividade entomopatogénica
para varias espécies pertencentes a inimeras ordens de insetos,
destacando-se Lepidoptera, Diptera e Coleoptera. Porém, ha
subespécies de B. thuringiensis que apresentam cristais toxicos
contra insetos das Ordens Himenoptera, Hemiptera, Orthoptera,
Phthiraphera e também para alguns nematdéides, protozoarios e
4caros (ScHNEPF et al. 1998; GLARE & O’CALLAGHAN 2000; BRrar et
al. 2006).

Os cristais de B. thuringiensis sdo formados principalmente
por proteinas denominadas Cry, anteriormente chamadas
6-endotoxinas (Bravo et al. 2007). Ao final da esporulaco, o

cristal protéico corresponde a cerca de 20% a 30% do peso seco
da célula, sendo liberado no momento da lise celular (GLARE &
O’CALLAGHAN 2000; ARANTES et al. 2002).

Embora o cristal protéico seja o principal determinante de
patogenicidade da bactéria, preparacoes comerciais baseadas em
B. thuringiensis sdo, na maioria das vezes, compostas de esporos
e cristais. Além do fato de ser dificil a separagdo dos mesmos,
diversos estudos relatam que a presenca do esporo aumenta a
atividade entomopatogénica da bactéria. O potencial efeito de
esporos sobre a toxicidade de uma linhagem de B. thuringiensis
é conhecido ha muitos anos (BurGes et al. 1976), embora o
entendimento dos mecanismos que geram este efeito estejam
apenas comecando a ser descritos.

A influéncia dos esporos da linhagem B. thuringiensis subsp.
kurstaki HD-1 sobre a toxicidade das proteinas Cry1Ab
e CryiC contra larvas suscetiveis e resistentes da traca
Plodia interpunctella Hiibner (Lepidoptera: Pyralidae) foi
investigada por Jonnson et al. (1996). Os resultados deste
estudo demonstraram que quando as larvas suscetiveis
foram alimentadas com suspensdo contendo os esporos de
B. thuringiensis na presenca de proteinas Cry purificadas o
tempo necessario para a intoxicacao e consequentemente morte
das larvas foi significantemente reduzido quando comparado
ao grupo de larvas que havia recebido suspensido contendo
apenas as proteinas Cry1Ab e CryiC na auséncia dos esporos.
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A influéncia dos esporos da linhagem B. thuringiensis subsp.
kurstaki HD-1 sobre a toxicidade das proteinas CryiAb e
Cry1C contra larvas suscetiveis e resistentes da traca Plodia
interpunctella Hiibner foi investigada por Jounson et al
(1996). Os resultados deste estudo demonstraram que quando
larvas suscetiveis sdo alimentadas com suspensdo contendo
esporos e proteinas Cry purificadas o tempo para a intoxicagao
e consequentemente morte da larva foi reduzido. Sem esporos,
o tempo para intoxicacdo e eventual morte de larvas tratadas
apenas com as proteinas Cry1Ab e Cry1C foi relativamente maior
do que de larvas tratadas com uma preparacdo contendo esporos
e cristais em conjunto.

Em outro exemplo, foi necessaria a toxicidade das proteinas Cry
e a multiplicacdo das células vegetativas de trés subespécies de
B. thuringiensis para um controle eficaz de larvas de Galleria
mellonella Linnaeus (Lepidoptera: Pyralidae) e de Pieris
brassicae Linnaeus (Lepidoptera: Pieridae) (Li et al. 1987).
Estes resultados mostram que os esporos contribuem para
a patogenicidade de algumas linhagens de B. thuringiensis.
Assim, em algumas situagoes, as proteinas Cry agem apenas no
enfraquecimento dos insetos suscetiveis, criando condi¢bes para
a germinacao dos esporos, multiplicacdo das células vegetativas
e para o desenvolvimento de septicemia.

Liu et al. (1998) também investigaram a acdo sinérgica entre
esporos e cristais de B. thuringiensis, mostrando que a
combinacdo de ambos pode apresentar atividade toxica para
larvas de Plutella xylostella Linnaeus (Lepidoptera: Plutellidae),
mesmo quando cristais e esporos tém pouca ou nenhuma
toxicidade. Estes autores sugeriram que, para as larvas deste
inseto, a extensao de sinergismo entre os esporos e cristais de
B. thuringiensis depende da linhagem do inseto, da linhagem
bacteriana, do conjunto de proteinas Cry, e de outros fatores, tais
como ingredientes da formulacao e das concentragoes de esporos
e proteinas Cry.

Em acréscimo, corroborando estes estudos, os resultados de
Asano et al. (2000) demonstram que a irradiacao de esporos, a
fim de torna-los inviaveis, resulta em uma reducao dréstica de
seus efeitos sinérgicos, sugerindo a importancia da germinacgao
dos esporos. Num outro estudo, os resultados de Jornson et al.
(1998) demonstraram que proteinas de revestimento dos esporos
também s3o importantes contribuintes para o efeito sinérgico,
enquanto que Du & NickersoN (1996) encontraram que a capa dos
esporos de B. thuringiensis pode conter toxinas incorporadas.
Estas toxinas parecem ter um efeito direto sobre o inseto, uma
vez que podem facilitar a germinacio dos esporos da bactéria
no tubo digestivo do inseto, permitindo que a célula bacteriana
passe ou comece a expressar outros fatores de viruléncia, que
podem aumentar o efeito das proteinas Cry e permitir o acesso a
hemolinfa das larvas, e consequente multiplicacao de suas células
vegetativas no inseto hospedeiro.

As proteinas Vip (proteinas inseticidas vegetativas) compdem
outra familia de proteinas com acao inseticida produzidas por
algumas linhagens de B. thuringiensis. Tais proteinas nao
apresentam qualquer semelhan¢a com as proteinas Cry e sdo
produzidas durante a fase vegetativa da bactéria (EstrucH et al.
1996), além de serem solaveis, ndo formam cristais e possuem
toxicidade de mesma magnitude que as proteinas Cry. O espectro
inseticida das proteinas Vip inclui coledpteros (Vip1 e Vip2) e
lepidopteros (Vip3), incluindo algumas espécies de insetos praga
que sdo insensiveis a acao das proteinas Cry (EstrucH et al. 1996;
CHEN et al. 2003; Su1 et al. 2004).

Os genes vip2A(a) e vipiA(a) de algumas linhagens de B.
thuringiensis estao localizados em um operon (WARREN 1997). As
proteinas codificadas por estes genes contém naregiao N-terminal
um peptideo sinal tipico de proteinas de secrecdo. Ambas as
proteinas, exibem atividade entomopatogénica contra larvas de
coledpteros e mostram similaridade de sequéncia com outras
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toxinas produzidas por outras espécies bacterianas (DE MaaGD
et al. 2003) e, provavelmente, um modo de acao semelhante,
baseado na ligagdo a receptores especificos na membrana celular
de células epiteliais do intestino médio dos insetos alvo e na
consequente formagao de poros (YU et al. 1997; LoGuEercio et al.
2002; LEE et al. 2003).

O gene vip3A(a) codifica uma proteina ativa contra larvas de
diversas espécies de lepidopteros. Esta proteina ndo apresenta
similaridade de sequéncia com qualquer proteina conhecida
(EstrucH et al. 1996). Nao contém uma sequéncia sinal tipica
no N-terminal, e ndo é processado durante a secre¢ido (DE
Maacp et al. 2003). Observagdes histopatolégicas indicam que
as células do epitélio do intestino médio dos insetos suscetiveis
sdo o principal alvo para a proteina inseticida Vip3A, causando
paralisia intestinal, lise completa das células e consequente morte
das larvas. Assim, a ruptura das células do intestino parece ser o
principal mecanismo de letalidade das proteinas Vip (Yu et al.
1997). Adicionalmente, a producao da proteina Vip3A por células
vegetativas em seguida a germinacdo dos esporos, é um fator
importante na toxicidade combinada de esporos em espécies
de insetos em que as proteinas Cry sdo relativamente inativas
(DonNovaN et al. 2001).

Linhagens de B. thuringiensis subsp. israelensis apresentam
atividade entomopatogénica contra espécies da Ordem Diptera,
devido a formacao de cristais compostos pelas proteinas Cry4A,
Cry4B, Cry10A e Cry11A, além de um citolisina denominada
Cyt1A, a qual é codificada pelo gene cytiA. A estrutura
tridimensional da proteina CytB homologa a CytA, revela que
tais toxinas apresentam uma estrutura completamente diferente
das proteinas Cry (L1 et al. 1996). As toxinas Cyt, ao contrario
das toxinas Cry, sdo capazes de provocar a lise de uma ampla
gama de tipos de células in vitro (HortE & WHITELEY 1989) e uma
revisao dos mecanismos toxicos de Cyt1A e Cyt2A foi descrita por
Scunepr et al. (1998).

No entanto, a proteina Cyt1A parece nao ser essencial para a
atividade entomopatogénica de linhagens de B. thuringiensis
subsp. israelensis, uma vez que a interrupcdo do gene cytiA,
o qual codifica um polipeptideo de 28 kDa, resultou em uma
linhagem com atividade entomopatogénica similar a linhagem
selvagem (DrLECLUSE et al. 1991). No entanto, a presenca frequente
da proteina Cyt1A em cristais sugere que esta proteina pode ser
um componente importante do arsenal entomopatogénico de
linhagens de B. thuringiensis subsp. israelensis.

RavoaHANGIMALALA & CHARLES (1995) adicionaram a proteina
Cyt1A purificada a secoes do aparelho digestivo de Anopheles
gambiae Giles (Diptera: Culicidae) e verificaram a capacidade
de ligacdo da mesma as microvilosidades de células do estdmago
e do intestino anterior. Em contraste, nas mesmas condicoes,
as proteinas Cry ligaram-se apenas fracamente a estas células.
No entanto, quando o conjunto completo de toxinas de B.
thuringiensis subsp. israelensis foi fornecido aos insetos in
vivo, a proteina Cyt1A nao foi encontrada ligada as células do
estomago anterior (RAVOAHANGIMALALA et al. 1993). Apesar deste
resultado, negativo poder ter sido um artefato da metodologia
utilizada, o mesmo pode apontar para a possivel existéncia de
uma forte associacdo entre as proteinas Cry e Cyt, como base de
uma interacao sinérgica (ScHNEPF et al. 1998).

Outros genes codificantes para fatores de viruléncia foram
identificados em linhagens de B. thuringiensis, incluindo
enzimas de degradacdo, como a fosfolipase C especifica para
fosfatidilinositol (PI-PLC), a fosfolipase C especifica para
fosfatidilcolina (PC-PLC), hemolisinas (como os complexos
triméricos enterotoxicos HBL e NHE), citotoxinas (como a
citotoxina CytK) e proteases. Varios estudos tém mostrado que
algumas dessas moléculas tém uma escala variavel de contribuigao
para a viruléncia (Ikezawa & TacucHI 1981; GRANUM 1994; Baipa &
KuzMIN 1996; LunD & GrRaANUM 1996; LUND et al. 2000; CALLEGAN et
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al. 2002; POMERANTSEV et al. 2003; BUDARINA et al. 2004).

Estes genes sdo regulados positivamente pela expressao de um
gene regulador pleiotropico denominado plcR (LerecLus et al.
1996), o qual é especifico das linhagens pertencentes ao grupo
Bacillus cereus, um grupo de bactérias Gram-positivas que
apresentam alta similaridade genética (ViLas-BOAs et al. 2007),
incluindo B. thuringiensis (Acatssk et al. 1999). Este regulador
pleiotropico é o principal ativador de genes de viruléncia,
ativando a producao de varios genes dispersos no cromossomo,
nao constituindo, portanto, uma ilha de patogenicidade. Cerca
de 80% das proteinas extracelulares produzidas durante a fase
estacionaria depende da acdo do gene regulador pleiotropico
plcR (Gouar et al. 2002, 2008).

A atividade da proteina PlcR depende de PapR, um pequeno
peptideo de sinalizacdo que atua como um efetor de quorum
sensing, ou seja, que regula a expressao génica de acordo com a
densidade populacional da bactéria, permitindo a coordenacao
do comportamento de toda comunidade populacional. O gene
papR esta localizado 70 pb downstream do gene plcR e é
positivamente regulado pela proteina PlcR, codificando uma
sequéncia denominada PapR, a qual contém 48 aminoacidos com
um peptideo sinal no N-terminal. O peptideo PapR é exportado
pela célula bacteriana, processado presumivelmente como
um pentapeptideo e, posteriormente, reintroduzido na célula
bacteriana através do sistema permease Opp-oligopeptideo, o
qual est envolvido na importacao de pequenos peptideos para o
ambiente celular (Sramtr & LERECLUS 2002).

Quando sdo alcancadas altas densidades de células bacterianas,
aumenta a concentracdo do pentapeptideo PapR no interior das
células bacterianas, promovendo a sua interacdo com a proteina
PlcR. O complexo PapR:PlcR entao se liga ao seu sitio de
reconhecimento no DNA, desencadeando um ciclo de feedback
positivo que regula a expressao de varios genes, incluindo plcR,
papR, e de varios outros fatores de viruléncia (Sramtr & LERECLUS
2002; GoHAR et al. 2008). No entanto, a base molecular para

Autolisinas Enzimas

| | Opp-permease
PapR
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o controle da transcricdo pelo complexo PapR:PlcR ainda é
desconhecida (DEecLERCK et al. 2007) (Figura 1).

Os genes que sao positivamente regulados pelo regulador
pleiotropico PlcR apresentam uma sequéncia palindrémica
de nucleotideos altamente conservada na regido promotora,
denominada caixa plcR (TATGNAN4TNCATA) (Acatsse et
al. 1999). A caixa PlcR situa-se entre 20 e 200 nucleotideos
upstream a regiao -10 da regiao promotora, sendo semelhante a
caixa de Pribnow (TATAAT) da regido promotora. A transcri¢ao
do gene plcR e dos genes PlcR-regulados € ativada no final da fase
vegetativa em células cultivadas em meio rico, por exemplo LB.
Em contraste, a transcrigdo nao é ativada em células cultivadas
em um meio especifico para esporulacao (LERECLUS et al. 2000).

O mecanismo de ativagdo do regulador PlcR é linhagem
especifico, e essa especificidade é determinada pelos primeiros
residuos de aminoécidos do pentapeptideo PapR. Alinhamento
de sequéncias PapR provenientes de diferentes linhagens e dos
sitios de ativagdo de PlcR levaram a identificacdo de quatro grupos
de especificidade, com algumas modificacbes na sequéncia de
aminoacidos do pentapeptideo: LPFE (F/Y), LPFEH, MPFEF e
VP(F/Y)E(F/Y)! (Stamti & LErecLUS 2005). Além disso, h4 uma
correlacdo perfeita entre as especificidades dos pentapeptideos
e as sequéncias de peptideos do regulador PlcR correspondente,
sugerindo co-evolugao dos genes plcR e papR.

Dentre os fatores de viruléncia com expressao controlada pelo
regulador PIcR, destacam-se as enterotoxinas, as quais sao os
principais fatores de viruléncia produzidos por linhagens de
B. thuringiensis, quando nao sio consideradas as proteinas
com atividade entomopatogénica. Cinco enterotoxinas sao
conhecidas: CytK, EntFM e BceT, codificadas pelos genes cytK,
entFM e beeT, respectivamente, e as enterotoxinas HBL e NHE,
cada uma codificada por trés genes localizados nos operons hbl e

! Com base no codigo de convencdes internacionais: L para leucina, P para
prolina, F para a fenilalanina, E para o acido glutamico, Y de tirosina, H
para histidina, M para metionina e V para Valina.

Enterotoxinas
Adaptacao

Toxinas |
2 Colonizac3o
Proteinas . ?\ .
Sobrevivéncia
Meio
citoplasma Extracelular
Proteinas
Sensores

.

Estimulos Ambientais

Figura 1. O regulador transcricional PlcR juntamente com PapR regulam positivamente a expressido de genes envolvidos com a produgio de inimeras
proteinas e toxinas envolvidas com adaptacdo, colonizacao e sobrevivéncia bacteriana. PapR também funciona como uma molécula efetora de quorum
sensing sendo secretada para o meio extracelular e posteriormente re-importada na forma de um pentapeptideo. Os mecanismos pelos quais os
estimulos ambientais modulam a expresséo de plcR ainda nio sdo conhecidos, porém quando expresso PlcR tem papel preponderante para o controle

de mais de 100 genes (Adaptado de Gouar et al. 2008).
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nhe, respectivamente (Viras-Boas et al. 2007).

A enterotoxina hemolitica BL (HBL) é a mais estudada e apresenta
atividades hemolitica e dermonecrdtica, sendo composta por
trés peptideos, conforme descrito por BEEcHER & WONG (1994a).
O componente de ligacdo B (35 kDa) e dois elementos liticos
designados L1 (36 kDa) e L2 (45 kDa), codificados pelos genes
hblA, hblD e hblC, respectivamente, os quais estao organizados em
um operon (hbl), cuja transcrigdo, a qual ocorre conjuntamente
de forma de policistronica, é regulada pelo regulador PlcR.

Adicionalmente, existe um quarto peptideo com funcdo
desconhecida, nao essencial para a atividade biologica da
enterotoxina HBL (Rvan et al. 1997), denominado HDbIB,
codificado pelo gene hblB. De acordo com Cramr et al. (2010),
esta proteina pode complementar ou reforcar a funcao do
componente B (codificado pelo gene hblA) da enterotoxina BL
em uma determinada fase de crescimento e/ou em uma condicdo
especifica de crescimento, constituindo uma proteina acessoria
que pode estar envolvida com o potencial de viruléncia de uma
dada linhagem.

A enterotoxina nao hemolitica (NHE), descrita por Lunp &
GranuM (1996), é também um complexo de trés componentes
que difere da enterotoxina HBL por nao apresentar atividade
hemolitica. A juncao de NheA (41 kDa), NheB (39,8 kDa) e NheC
(36,5 kDa) apresenta atividade citotoxica mesmo em pequenas
quantidades. A maxima atividade citotoxica do complexo NHE
foi obtida quando a propor¢do NheA:NheB:NheC foi de 10:10:1,
como determinado por ensaios com células Vero (LiNDBACK et al.
2004). Os genes codificantes para os trés componentes foram
clonados e caracterizados e como um operon (Granum et al.
1999; LINDBACK et al. 2004).

As enterotoxinas HBL e NHE apresentam alta semelhanca na
natureza de seus trés componentes e nas estruturas dos dois
operons (MICHELET et al. 2006). As maiores similaridades foram
encontradas entre as sequéncias dos genes nheA e hblC, nheB e
hbID e entre nheC e hblA (Figura 2), nas regioes correspondentes
ao N-terminal das proteinas correlatas (Granum & LunD 1997;
GranuM et al. 1999).

Os dois complexos de enterotoxina podem ser detectados
por testes comerciais de imunoensaios. O componente L2 da
toxina HBL é detectado pelo B. cereus Enterotoxin-Reversed
Passive Latex Agglutination kit (BCET-RPLA kit, Oxoid,
Inglaterra) (BeecHER & WoNG 1994b). Da mesma forma, o kit
Bacillus Diarrheal Enterotoxin Visual Immunoassay (BDE,
Tecra, Australia) é reportado como utilizado para a deteccdo do
componente de 41 kDa, correspondente a NheA do complexo de
enterotoxinas NHE.

A enterotoxina Citotoxina K (CytK), é composta por um tnico
peptideo de 34 kDa e possui, além da capacidade de formar
poros em membranas celulares, atividade necrotica e hemolitica.
CytK foi isolada inicialmente por Lunp et al. (2000) sendo
posteriromente identificada duas formas diferentes desta
enterotoxina, denominadas CytK-1 e CytK-2, descritas por

Nhea
HblcC

NheB
HblD

NheC :
Hbla :
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FaGerRLUND et al. (2004). Estas formas exibem 89% de homologia
de sequéncia de aminoéacidos e a principal diferenca entre essas
duas proteinas é o efeito biolégico. A toxina CytK-1 apresenta
elevada toxicidade, enquanto a CytK-2 pode também contribuir
para a enterotoxicidade, de acordo com a linhagem (FAGERLUND
et al. 2004).

Estas trés toxinas (NHE, HBL e CytK) formadoras de poros
parecem ser as principais responsaveis por quadros de diarreia
provenientes de intoxicacdo alimentar provocado pelas
linhagens do grupo B. cereus. No entanto, outras enterotoxinas
também sido conhecidas, como a enterotoxina FM (entFM), a
qual também é uma toxina monomérica, hemolitica, codificada
por um tunico gene (entFM), relativamente desconhecida com
atividade citotoxica para células Vero (Asano et al. 1997) e a
enterotoxina monomérica T (BceT), cujo gene, denominado
beeT foi clonado, sequenciado e expresso em Escherichia coli. A
proteina recombinante de 41 kDa, correspondente a enterotoxina
BeeT exibiu atividade citotoxica para células Vero, causando
permeabilidade vascular e acimulo de fluido em algas iliacas de
camundongos, sendo letal para estes animais quando injetadas
na veia caudal, apresentando, portanto, atividades biolbgicas
consideradas caracteristicas de enterotoxinas diarreicas (Acarta
et al. 1995).

No entanto, CHomMa & GRrANUM (2002) questionaram a sua
classificacdo como enterotoxina. Assim, HANSEN et al. (2003)
sequenciaram a regiao bceT de 16 linhagens do grupo B. cereus
e concluiram que o fragmento bceT clonado foi criado por uma
incidental juncdo de fragmentos de DNA durante a ligacdo
nos experimentos de clonagem. Esses autores sugerem que a
atividade enterotoxica do gene bceT originalmente clonado
(Acata et al. 1995) pode ser devida a fusdo génica ou a um
fragmento com homologia a ORF 101 do plasmideo de viruléncia
pXO1 de Bacillus anthracis Cohn. Contudo, o gene bceT continua
sendo amplamente empregado como uma das ferramentas para
se caracterizar o perfil toxigénico de linhagens pertencentes ao
grupo B. cereus (BarcHouN et al. 2011).

A segunda classe de toxinas expressas por linhagens de B.
thuringiensis, inclui as hemolisinas, que sao responsaveis pela
atividade hemolitica e consideradas importantes em processos
infecciosos. As hemolisinas da familia citolisinas colesterol-
dependentes (CDC) (também conhecidas como citolisinas tiol-
ativadas) sdo toxinas formadoras de poros, e foram identificadas
no grupo B. cereus. Em linhagens de B. thuringiensis sao
representadas pela thuringiolisina O (Tlo) (GRANUM 1994).

Algumas linhagens de B. thuringiensis produzem também uma
hemolisina denominada hemolisina IT (HlyII) (BupariNa et al.
1994), uma proteina com propriedades hemoliticas que forma
poros em bicamadas lipidicas sintéticas e ndo tem receptor
especifico em uma ampla gama de hemacias (ANDREEVA et al.
2006). Adicionalmente, esta proteina apresenta capacidade de
induzir apoptose de macrdfagos de ratos e insetos, tanto in vitro
quanto in vivo (TraN et al. 2011). A sequéncia de aminoacidos
de HIyII é similar a sequéncia de CytK (até 37% de identidade)
(FacerLUND et al. 2004). No entanto, em contraste com o gene

* 20 * 60 * 80 * 100

: K SC. KEGQTEVK NVIAPN S GLVIEO NANSSETNHEKE, IDmy

: Hil GATEENTIQTP—————— TQQENM E IDQSEM EEPARNTNFL] SSEL
* 20 60 * 80

- S M F GNIMP. HAUBKAYNNYE [E N FG— VDAB

- TTGNT I A5 O~ Ol CKMGN-———————— A HI LSNI| EGGE

L 60 i) 00

LGPRGFQDVRAQTTSSIFE. A QNQQE SIN-SEF H

ANERRMEETMOKAGLFAK S IEKNPD INGYVDL 2D

Figura 2. Multiplo alinhamento sequencial da regido N-terminal das proteinas NheA (YP_036059.1) e HbIC (BAE72885.1); NheB (ACM18212.1)
e HbID (BAE72886.1); e NheC (ACM18213.1) e HblA (CAI77443.1). Regides conservadas entre as sequéncias sdo mostradas em azul para
NheA e HbIC, vermelho para NheB e HbID, e preto para NheC e HblA. As sequéncias de aminoacido das proteinas foram obtidas no NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e o ntimero de acesso encontra-se em parénteses. O multiplo alinhamento foi obtido utilizando o servidor ClustalW2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) sendo usado o programa GeneDoc (NicHoLAS et al. 1997) para edi¢Oes posteriores.
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cytK, a expressdao do gene hlyll ndo é regulada pelo regulador
pleiotrépico PlcR, mas controlada pelo regulador transcricional
HIyIIR (BupaRrINA et al. 2004).

(J aneiro - Abril 2012 - www.periodico.ebras.bio.br

Ogene hlyIIR estalocalizado imediatamente downstream ao gene
hlylIl, e codifica uma proteina de 201 aminoacidos. A proteina
HIyIIR (na forma dimérica) se liga especificamente a uma regiao
invertida e repetida do DNA, em duas subrepeti¢oes localizadas
na regido do operador do gene hlyIl. Em experimentos in vivo
tem demonstrado que a HIyIIR é um regulador transcricional
negativo do gene da hemolisina IT de linhagens de B. thuringiensis
(BupARINA et al. 2004).

Outro gene de hemolisina, hlyIII, codificando para a hemolisina
111, foi sequenciado e caracterizado (Bana & KuzmiN 1995). Esta
hemolisina atua através da formacao de poros transmembrana
com diametro de cerca de 3 a 3,5 nm, provocando a lise de
eritrocitos (Bampa & Kuzmin 1996).

Com relacdo a classe de toxinas representadas pelas fosfolipases,
as fosfolipases C sdo as mais conhecidas dentro desta familia de
proteinas expressas por linhagens de B. thuringiensis. De acordo
com a classe de fosfolipidios que atuam tem-se as fosfolipase C
especifica para fosfatidilcolina (PC-PLC) (CALLEGAN et al. 2002),
fosfolipase C especifica para fosfatidilinositol (PI-PLC) (IKEzawA
& Tacuchr 1981) e esfingomielinase (SPH) (PoMERANTSEV et al.
2003). PC-PLC e SPH compoem a unidade citolitica cereolisina
AB e sao codificadas pelos genes plc e sph, respectivamente.

A toxicidade da PC-PLC pode ser explicada pela hidrolise
de diferentes fosfolipidios como fosfatidilecolina (PC),
fosfatidiletanolamina (PE) e fosfatidilserina (PS) (HERGENROTHER
& MARTIN 1997), 0s quais podem ocorrer nas membranas de células
animais. No entanto, a acdo da cereolisina AB é dependente da
esfingomielinase, uma vez que a presenca de esfingomielina (SM)
em membranas inibe a atividade da PC-PLC (Ruiz-ARGUELLO et
al. 1998).

A fosfolipase C especifica para fosfatidilinositol (PI-PLC) é uma
enzimaimportante na transducao de sinal associada a membrana,
agindo na superficie externa da célula para gerar um mensageiro
para a transducao de sinal intracelular, clivando fosfatidilinositol
ou glicosilfosfatidilinositol e facilitando a hidrélise entre o glicerol
e a cabeca polar dos fosfolipideos para gerar fosfato-inositol (e
derivados) e diacilglicerol (Ikezawa & TacucHr 1981, KuppE et al.
1989). Por esta razdo, a PI-PLC ¢ classificada como um fator de
viruléncia extracelular.

No ano 2000, Mizuki et al, analisando linhagens de B.
thuringiensis sem atividade inseticida, descreveram pela primeira
vez uma nova classe de citotoxina nao hemolitica, denominada
parasporina. Interessantemente, esta nova classe de toxina
apresenta a mesma caracteristica das proteinas Cry em formar a
inclusdo protéica cristalina, contudo, os resultados apresentados
por estes autores mostraram que o modo de a¢ao desta citotoxina
difere de outras citotoxinas ja isoladas anteriormente, uma vez
que estas exibem alta citotoxicidade contra células cancerigenas
humanas.

Subsequentemente, novas parasporinas foram identificadas e
caracterizadas (Karavama et al. 2005; Kitapa et al. 2006; Jung
et al. 2007; NacamaTsu et al. 2010; GonNzaLEZ et al. 2011) e de
maneira similar as proteinas Cry que apresentam um modo
de acdo espécie-especifico, as parasporina parecem também
manter este padrdo, tendo sido descrito até agora quatro
tipos de parasporinas que reconhecem receptores especificos
presentes em células cancerigenas (OuBa et al. 2009). As classes
de parasporina, assim como os critérios que sdo levados em
consideracdo para classifica-las, podem ser acessadas no site
do Comité de Classificacdo e Nomenclaturas das Parasporinas
(OxkumURA et al. 2010).

Atualmente, as parasporinas sao consideradas uma nova classe

C

de proteinas Cry produzidas por B. thuringiensis com atividade
citotoxica preferencial contra células cancerigenas humanas.
Esta caracteristica faz desta nova classe de toxinas, ferramentas
promissoras no tratamento do cancer e tem estimulado novos
estudos de identificacdo e caracterizagdo de outras proteinas
parasporais de B. thuringiensis para aplicagdo na medicina.

EntomoBrasilis 5(1) )

Além de todos os fatores de viruléncia ja descritos, existem ainda
aqueles que podem neutralizar o sistema imune do hospedeiro.
O sistema de defesa humoral dos insetos, especialmente dos
lepidopteros e dipteros é composto pela producao de cecropinas
e atacinas, as quais sdo as principais classes de peptideos
antibacterianos induziveis durante a infecgdo (HurLTMARK
et al. 1982; Boman & HuLTMARK 1987; INAGAKI et al. 1992). A
metaloprotease zinco dependente secretada por linhagens de
B. thuringiensis, denominada InhA, hidrolisa especificamente
cecropinas e atacinas na hemolinfa de Hyalophora cecropia
Linnaeus (Lepidoptera: Saturniidae) in vitro (EpLunp et al. 1976;
DALHAMMAR & STEINER 1984), sugerindo que InhA é implicada nos
mecanismos invasivos de B. thuringiensis, permitindo que as
bactérias interfiram com o sistema imune do hospedeiro.

Adicionalmente, uma segunda copia do gene inhA, denominada
inhA2, foi identificada na linhagem B. thuringiensis subsp.
thuringiensis 407 Cry (FepHiLA et al. 2002). O gene inhA2 codifica
uma metaloprotease que tem 66% de identidade com a proteina
InhA1 e contém um dominio de ligacao ao zinco. Ensaios com
larvas de Bombyx mori Linnaeus (Lepidoptera: Bombycidae) e
de G. mellonella infectadas pelo hemocele demonstraram que a
metaloprotease InhA2 de B. thuringiensis tem um papel vital na
viruléncia quando o hospedeiro é infectado por via oral. Embora
em B. thuringiensis as metaloproteases InhA e InhA2 nao sdo
fatores de viruléncia primarios em infecgdes intrahemocélicas,
estas metaloproteases sao primariamente envolvidas nas etapas
iniciais da infecco, interagindo com a barreira do hospedeiro.
Assim, os autores sugerem que a metaloprotease InhA2 é
essencial para proporcionar um efeito sinergistico dos esporos
de B. thuringiensis sobre a toxicidade da proteina Cry1C
contra G. mellonella apds a infeccdo por via oral. Uma terceira
proteina, InhA3, 72% idéntica a InhA1, também é encontrado no
sobrenadante da cultura de B. cereus, mas apenas em quantidades
residuais (GLois et al. 2007). Sua funcao e regulagdo ainda nao
foram descritas.

InhA1 é uma metaloprotease encontrada em abundancia no
exosporium, a camada mais externa do esporo bacteriano, que
parece estar envolvida no escape bacteriano dos macréfagos do
hospedeiro. Um mutante com os genes inhA1, inhA2 e inhA3
deletados apresentou uma queda acentuada no nivel de viruléncia
sobre insetos. Assim, as metaloproteases InhA sio fatores de
viruléncia importantes que podem permitir que as bactérias
possam neutralizar o sistema imune do hospedeiro (GuiLLEMET et
al. 2010).

Além de genes de viruléncia descritos acima, outros importantes
fatores de viruléncia envolvidos na persisténcia e propagacao de
B. thuringiensis em um hospedeiro infectado podem permanecer
ainda desconhecidos. Assim, algumas tecnologias foram
desenvolvidas como forma de identificar os genes de bactérias
especificamente expressos durante a colonizacao do hospedeiro.
Os principais métodos proporcionam um meio eficiente de
identificar genes e promotores seletivamente induzidos apds a
injecao de células vegetativas dentro do hemocele de larvas de
insetos suscetiveis.

Um sistema genético conhecido como In vivo expression
technology (IVET) foi desenvolvido inicialmente para patégenos
Gram-negativos, como um meio de identificar genes bacterianos
especificamente expressos durante a colonizagdo de um
hospedeiro suscetivel (OsBourN et al. 1987; MaHAN et al. 1993;
CawmrLil et al. 1994; para revisao, ver REDIERS et al. 2005). Uma
estratégia semelhante a IVET foi desenvolvida (Saramitou et
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al. 1997) e é baseada na recombinase sitio especifica Tnpl do
transposon Tn4430 de B. thuringiensis (MAHILLON & LERECLUS
1988) aliada ao uso de dois genes de resisténcia. O primeiro
gene de resisténcia é flanqueado por duas sequéncias de
recombinacio sitio-especifica e é perdido apds a recombinagao
e, em contrapartida, o segundo gene torna-se funcional apds o
evento de recombinacio sitio-especifica. O desenvolvimento desta
tecnologia permitiu a identificacdo de genes temporariamente e
condicionalmente expressos em Bacillus subtilis (Saramitou et al.
1997) e no grupo B. cereus (FEpHILA et al. 2006).

Outro método denominado signature-tagged mutagenesis
(STM), descrito por HenskeL et al. (1995) e revisado por AUTRET &
CHARBIT (2005), permite selecionar, simultaneamente, um grande
numero de mutantes para a posterior identificacdo daqueles que
possuem atenuada viruléncia. Desde o seu desenvolvimento,
a tecnologia STM levou a identificacdo de centenas de novos
genes necessarios para a viruléncia em uma ampla gama de
patogenos bacterianos (AutreT & CHARBIT 2005). Para linhagens
de B. thuringiensis, o lepidéptero Manduca sexta Linnaeus
(Lepidoptera: Sphingidae) tem sido utilizado como modelo
de infecgdo para a identificacio de linhagens com viruléncia
atenuada, incapazes de sobreviver e se multiplicar no hospedeiro
in vivo (STEGGLES et al. 2006; WaANG et al. 2008).

O elemento Tn4430 e as sequéncias de insercao (IS) da familia
1S231 foram descritos por MaHILLON et al. (1994). Atualmente,
é consenso na literatura mundial que elementos moveis afetam
a arquitetura do genoma bacteriano e desempenham um papel
importante na evolugdo e viruléncia de muitos patogenos,
atuando como veiculos para a transferéncia horizontal de
genes (Briissow et al. 2004). Em B. thuringiensis as IS tem sido
frequentemente encontradas localizadas proximas aos genes cry,
os quais codificam as proteinas Cry. Desta forma, acredita-se que
elas contribuam para a variacdo da toxicidade de B. thuringiensis,
por participarem da mobilidade destes genes (ManiLLON et al.
1994). Além disso, os resultados de Wane et al. (2008) usando
STM sugerem que o transposon Tn4430 pode ter um importante
papel na viruléncia de B. thuringiensis durante a infeccdo em M.
sexta.

Apesar de estudos usando STM identificar elementos
transponiveis de varias espécies bacterianas associados com a
viruléncia (HErBERT et al. 2002; MARONCLE et al. 2002), ainda
nao esta claro por meio de quais mecanismos moleculares os
transposons podem contribuir para a viruléncia. E provével
que o uso de tecnologias de genoémica funcional, irdo ajudar a
identificar o papel do transposon Tn4430 e outros elementos
moveis na viruléncia de linhagens de B. thuringiensis.

Em acréscimo, fortes evidéncias suportam a idéia de que a
motilidade bacteriana pode conferir vantagens para a adaptacdo
e colonizagdo do hospedeiro, incluindo um aumento da
viruléncia em muitas bactérias patogénicas (OTTEMANN et al.
1997). Os resultados de Zuanc et al. (1993) indicaram que em
B. thuringiensis a motilidade e a viruléncia estdo intimamente
relacionadas. Subsequentemente, GHELARDI et al. (2002)
mostraram que a ambos processos, em B. thuringiensis sao
reguladamente coordenados pelo gene flhA que codifica uma
proteina do aparelho de exportaciao flagelar e que parece
apresentar papel preponderante para a exportacao de proteinas
flagelares assim como néo flagelares.

Em adigdo, outros genes envolvidos com aadaptacao das célulasde
B. thuringiensis no ambiente do hospedeiro foram identificados
por transposicao ou mutagéneses dirigida, dentre estes incluem
o gene fur que codifica um repressor transcricional que controla
a expressao de genes envolvidos com a absorcao de ferro (HARVIE
& ELLAR 2005; HARVIE et al. 2005); o gene clpP1 que codifica a
protease ATP-dependente Clp (FepHiLA et al. 2002) e os genes
yqgB, yqfZ, cujas fungbes permanecem desconhecidas (FEDHILA
et al. 2004). Os esforgos com estes estudos poderao contribuir,
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num futuro préximo, para o melhor entendimento da dindmica
de interagdo B. thuringiensis—hospedeiro, assim como esclarecer
alguns detalhes ecol6gicos que permanecem desconhecidos nas
bactérias do grupo B. cereus.

A grande similaridade genética entre B. cereus e B. thuringiensis
(ViLas-Boas et al. 2007) associada com a presenca destas
bactérias no solo e nos mais diferentes ambientes, e o esporadico
envolvimento de linhagens de B. thuringiensis em casos de
infeccoes (SaMPLES & BEUTTNER 1983; WARREN et al. 1984; JACKSON
et al. 1995; DAMGAARD et al. 1997; HERNANDEZ et al. 1998) justificam
estes estudos.

Por outro lado, apesar de varios estudos confirmarem a grande
similaridade genética entre B. thuringiensis e B. cereus, onicho de
B. thuringiensis parece ser diferente daquele de B. cereus. SanTtos
etal. (2010) demonstraram que linhagens de B. thuringiensis sao
mais adaptadas a germinacdo dos esporos e multiplicacdo das
células vegetativas em cadaveres de B. mori, quando comparadas
a linhagens de B. cereus. Uma vez que ocorre a germinacgao dos
esporos, fatores de viruléncia, dentre os citados e outros ainda
nao identificados, passam a ser expressos e contribuem para a
colonizacao do hospedeiro. FepniLA et al. (2010) sugerem que a
presenca de fatores de viruléncia especificos para a adaptacdo
no intestino de insetos existem em B. thuringiensis e B. cereus
e podem ter co-evoluidos entre o hospedeiro e o patogeno, o
que é justificavel pela grande similaridade genética encontrada
em ambas espécies bacterianas. Contudo, ressalta-se que a
modulacao da expressao destes fatores, pode sofrer influéncias
ambientais rigidas e estdo intimamente relacionados com o nicho
destas bactérias.

Atualmente, a principal preocupacdo concernente a utilizacao
de formulacoes a base de B. thuringiensis é o fato das linhagens
utilizadas para este fim poderem produzir, além das proteinas
Cry, outras toxinas, visto a alta prevaléncia destes genes entre
isolados de B. thuringiensis. Alguns trabalhos tém realizado a
bioprospec¢iao de novos isolados, com o intuito de minimizar
tais preocupacoes, entretanto até o momento na hé relato em
literatura de isolados de B. thuringiensis que produzem niveis
elevados de enterotoxinas, nas condig¢oes de cultivo empregadas
para a fabricacio do bioinseticida de B. thuringiensis, o que
confirma a sua remarcavél seguranca.

Deve-sedestacarainda queapesardelinhagens de B. thuringiensis
utilizadas para a fabricagdo de produtos biotecnoldgicos
possuirem os genes codificantes para os fatores de viruléncia
aqui descritos, estes produtos antes de serem comercializados
sdo avaliados rigorosamente para que ndo tragam riscos a
saude humana e ao ambiente. Nos Estados Unidos da América,
a Environmental Protection Agency (US-EPA) e os estados
individuais (geralmente a Secretaria de Estado da Agricultura)
regulamentam o registro ou a licenga de bioinseticidas para o uso
em escala comercial. Os testes necessarios para a regulamentacao
incluem: efeitos sobre os mamiferos com a inalacdo, oral e
exposicao dérmica, exposicao escarificagdo cutanea, a exposicao
ocular e intraperitoneal, via subcutanea, e os testes com animais
sadios e imunossuprimidos. Os testes também sao realizados para
avaliar os efeitos sobre as aves, vertebrados aquaticos, incluindo
invertebrados nao-insetos e insetos nao-alvo, insetos aquaticos,
insetos terrestres, abelhas, parasitéides e plantas ndo-alvo EPA
(2011). Estes testes de toxicidade ndo devem indicar quaisquer
efeitos adversos significativos nos animais testados e sobre o
meio ambiente, garantindo assim a biosseguranca dos produtos
a base B . thuringiensis.
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