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APRESENTACAO

O E-book “Ciéncias Biolégicas: Campo Promissor em Pesquisa 3” é
composto por 32 capitulos. Nesse volume, sdo abordados distintos topicos nas
areas de biotecnologia, citologia, genética, saude humana, educacao, importancia
de condicbes ambientais que as espécies estao inseridas, bem como, potenciais
espécies invasoras que podem ser nocivas ao meio ambiente. No cenario atual de
mudancas ambientais correntes e avancgos tecnoldgicos € extremamente importante
0 uso adequado de técnicas em cada area. Interacoes entre espécies sao dificeis
de serem mensuradas na natureza. Mutualismo é um tipo de relagdo simbidtica
essencial, em que ambos os organismos se beneficiam na relacdo. Estudos que
abordam essa tematica sdao muito relevantes para compreensédo da relacdao de
dependéncia ou ndo que os organismos estabelecem para se manterem em um
determinado ambiente.

O E-book também traz capitulos que abordam estratégicas didaticas para
alunos da educacgédo basica e da graduacéo. O ensino de ciéncias precisa ser cada
vez mais divulgado e exige interatividade e criatividade para seu sucesso em sala de
aula, o uso de modelos confeccionados ou a prépria producdo de material manual
pode auxiliar no aprendizado dos jovens.

O tema sobre saude humana se encontra em pauta trazendo o uso de células
tronco para recuperacao do tecido lesionado por queimadura, esse € um avanco
que pode ser continuadamente avaliado. Outro fator essencial associado a saude
humana é a manipulacédo de produtos altamente comercializaveis, como acgai na
regiao amazobnica, o qual sugere a pasteurizacdo como tratamento térmico pelas
industrias produtoras.

As aplicacdes de técnicas adequadas de biotecnologia que envolvem transgenia,
genética com a busca de marcadores e melhoramento genético e parasitologia
sao extremamente importantes para uso de produtos eficazes em diversas areas.
Adicionalmente, analises citogenéticas, histoquimicas e toxicoldgicas fornecem
informacgdes que sdo relevantes e inovadoras para contemporaneidade.

Convidamos os leitores a lerem os capitulos desse livro com muita atencgao,
e desejamos que cada conteudo abordado aqui seja util na vida académica. A
linguagem acessivel e no idioma portugués facilita o acesso tanto para grupos de
pesquisas como para jovens pesquisadores da area cientifica.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
Lenize Batista Calvao
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TOXICOLOGIA ORAL AGUDA DE Bacillus thuringiensis EM
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RESUMO: O objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito toxicoldgico, in vivo, de duas novas cepas
de Bacillus thuringiensis (MTox 2638-1 e MTox
2974-11) em ratos, via oral. Os ratos Wistar
machos foram tratados com a suspensao
bacteriana, o sobrenadante e as proteinas
sintetizadas pelas cepas, assim como o controle
com BTh Thuricide 63, nos intervalos: 0; 24; 48h.
Utilizou-se 5 ratos/tratamento, individualizados,
com livre acesso a racao e agua. Apds 48h da
aplicacao dos tratamentos (HAT), os animais
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foram eutanasiados e o conteudo estomacal
e estdbmagos coletados para observacdo em
estereomicroscépio. As fezes foram coletadas
em 24 e 48 HAT e as amostras foram analisadas
em eletroforese, em gel de poliacrilamida a
10%. Foi avaliada a presenca de esporos
de B. thuringiensis no trato gastrointestinal,
cada animal foi pesado no inicio e no final dos
tratamentos e avaliou-se o0 consumo de racéo
e agua. Os resultados mostraram que nenhum
dos tratamentos foi toéxico, sendo que os ratos
nao apresentaram sintomas de intoxicagdo ou
alteracées morfologicas nos estdbmagos. Nao
foram observadas diferencas significativas
na perda ou no ganho de peso, bem como
no consumo de agua entre o grupo controle e
os tratamentos. O consumo de racao variou
significativamente apenas entre os ratostratados
com MTox 2638-1. A eletroforese SDS-PAGE
revelou proteinas Cry nas amostras, e também
foram observados esporos bacterianos no trato
gastrointestinal e nas fezes dos animais. Assim,
em ensaios de administragcdo oral aguda, as
cepas de B. thuringiensis avaliadas mostraram-
se indGcuas a esse grupo de vertebrados.
PALAVRAS-CHAVE: Biopesticidas,
mamiferos, toxicidade, gastrointestinal.

ABSTRACT: The aim of this study was to
evaluate the in vivo toxicological effect of two
new strains of Bacillus thuringiensis (MTox
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2638-1 and MTox 2974-11) in rats orally. Male Wistar rats were treated with the bacterial
suspension, supernatant and protein synthesized by the strains, as well as the BTh
Thuricide 63 control at the intervals: 0; 24; 48h Five individualized rats / treatment with
free access to feed and water were used. After 48h of the application of the treatments
(HAT), the animals were euthanized and the stomach contents and stomachs collected
for observation in stereomicroscope. The feces were collected at 24 and 48 HAT and
the samples were analyzed by electrophoresis on SDS-PAGE 10%. The presence of
B. thuringiensis spores in the gastrointestinal tract was evaluated, each animal was
weighed at the beginning and at the end of the treatments and the feed and water
consumption were evaluated. The results showed that none of the treatments was toxic,
and the rats showed no symptoms of intoxication or morphological changes in their
stomachs. No significant differences were observed in weight loss or gain, as well as in
water consumption between the control group and the treatments. Feed intake varied
significantly only among rats treated with MTox 2638-1. SDS-PAGE electrophoresis
revealed Cry proteins in the samples, and bacterial spores were also observed in the
gastrointestinal tract and animal feces. Thus, in acute oral administration assays, the
B. thuringiensis strains evaluated were safe to this vertebrate group.

KEYWORDS: Biopesticides, mammals, toxicity, gastrointestinal.

11 INTRODUCAO

A caracteristica entomopatogénica atribuida as cepas de Bacillus thuringiensis
Berliner (1911) (Bf) estd associada a sua capacidade de produzir proteinas que
séo altamente téxicas e eficazes contra diversas ordens de insetos, considerados
pragas agricolas ou florestais, ou ainda vetores de doencas de grande relevancia
sanitaria como a dengue e a malaria (BERLITZ et al., 2012; BRAVO et al., 2012;
CAMPANINI et al., 2012; PARDO-LOPEZ et al., 2013). Com alta especificidade de
hospedeiros, as proteinas toxicas de B. thuringiensis, juntamente com seus esporos,
sdo empregadas no combate das fases larvais de insetos das ordens Lepidoptera,
Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera e Mallophaga e também
no controle de nematoides, platelmintos e protozoarios (BRAVO et al., 2012; PARDO-
LOPEZ et al., 2013).

Para diminuir os impactos causados por esses insetos, a bactéria B. thuringiensis
€ amplamente utilizada na formulagdo de biopesticidas e no desenvolvimento de
plantas geneticamente modificadas que expressam o0s genes sintetizadores de
suas proteinas téxicas (GOUFFON et al., 2011; SHARMA et al., 2010). O grupo
mais bem estudado e utilizado de proteinas inseticidas de B. thuringiensis € o das
d-endotoxinas, que compreende duas familias multigénicas de inclusdes cristalinas
paraesporais: as proteinas cristais (Cry), que exibem efeito téxico para organismos
alvo e na forma inativa apresentam massa molecular entre 130 e 140 kDa, e as
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toxinas citoliticas (Cyt), que apresentam atividade hemolitica (SOBERON et al.,
2010). A maioria das d-endotoxinas é sintetizada durante a fase de esporulacéao
por genes localizados em plasmideos auto transmissiveis (SANAHUJA et al., 2011;
SANTOS et al., 2010).

No entanto, algumas subespécies de B. thuringiensis sao capazes de sintetizar
thuringiensinas, também conhecidas como [(-exotoxinas, que s&o toxinas nao
proteicas, com baixo peso molecular (701 Da), produzidas durante a fase vegetativa
e secretadas no meio de cultura onde a bactéria estiver inoculada (OBEIDAT et al.,
2012). Analogas ao nucleotideo adenina, as B—exotoxinas inibem a RNA polimerase
através da competicdo com ATP, bloqueando a acédo de nucleases, impedindo a
biossintese de RNA e prejudicando a formacao do fuso mitético, afetando etapas
criticas da metamorfose e, assim, apresentam amplo espectro de toxicidade nao
especifica (BELDER & ELDERSON, 2010; OBEIDAT et al., 2012). Devido a sua
toxicidade a vertebrados, especialmente no que se refere aos efeitos teratogénicos
e mutagénicos em mamiferos, desde 1970, a Organizacao Mundial da Saude (OMS)
recomenda que as cepas de B. thuringiensis que produzem (-exotoxinas ndo devem
ser usadas no controle de insetos (CORREA, 2012; DE MACEDO, 2012).

Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito toxicoldgico, in vivo,
de duas novas cepas de B. thuringiensis em ratos Wistar, através da verificacéo de
dose-efeito, com ensaios de administracéo via oral.

2| MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados com aprovacédo pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA), que possui constituicdo, deveres e responsabilidades
regidos pela Lei n° 11.794, de 2008. Todas as praticas foram realizadas de acordo
com a Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais (Lei 11.794, de 08 de
outubro de 2008) (BRASIL, 2008); a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacao
de Animais para Fins Cientificos e Didaticos; as Diretrizes da Pratica de Eutanasia
do CONCEA e a Resolugéo Unisinos 04/2013. Os experimentos foram realizados na
Universidade do Vale do Rio dos Sinos, Sdo Leopoldo, Rio Grande do Sul, Brasil.

As duas novas cepas de B. thuringiensis (MTox 2974-11 e MTox 2638-1) foram
obtidas da Colecéo do Grupo de MTAgro (CNPg/IRGA). Como controle positivo, foi
utilizada a cepa BTh Thuricide 63 (B. thuringiensis thuringiensis) correspondente ao
produto Thuricide®, fornecido pelo International Entomopathogenic Bacillus Centre
(IEBC), do Instituto Pasteur, Paris, Franca. O crescimento bacteriano foi realizado
em meio usual glicosado liquido (DE BARJAC & LECADET, 1976). As suspensdes
bacterianas foram diluidas em tampéao PBS de fosfato de sédio. Os sobrenadantes

das culturas de cada cepa foram autoclavados a 121° C, durante 20 minutos, conforme
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descrito por Liu et al. (2014), para que fossem mantidas apenas as p-exotoxinas,
guando sintetizadas. A semipurificacdo das proteinas foi realizada através de uma
série de lavagens das suspensodes bacterianas em tampao fosfato e tampéo fosfato
suplementado com NaCl. A concentracéo proteica foi determinada pelo método de
Bradford (1976).

Foram utilizados 50 ratos machos adultos, da linhagem Wistar, com idade
variando entre 80 a 115 dias, obtidos no biotério da Unisinos. Os animais foram
mantidos individualizados, em caixas de polipropileno, com livre acesso a agua e
comida, em condicdes controladas de 21° C e fotoperiodo de 12 h.

Os ratos Wistar receberam os seguintes tratamentos: T1 (suspensao da cepa
MTox 2974-11); T2 (suspensdo da cepa MTox 2638-1); T3 (suspensdo da cepa
BTh Thuricide 63); T4 (sobrenadante da cepa MTox 2974-11); T5 (sobrenadante
da cepa MTox 2638-1); T6 (sobrenadante da cepa BTh Thuricide 63); T7 (proteina
semipurificada da cepa MTox 2974-11); T8 (proteina semipurificada da cepa MTox
2638-1); T9 (proteina semipurificada da cepa BTh Thuricide 63); T10 (controle
PBS de sodio pH 7,4). Cada tratamento foi composto por 5 animais, sendo a dose
administrada equivalente a 25 mL/kg. Todos os tratamentos tiveram um volume
final de 400 uL, sendo diluidos em PBS de sodio (pH 7,4). A administracao desses
tratamentos foi via intragastrica, nos tempos de 0, 12 e 24 horas.

Foi realizada em 24 e 48 horas ap0s a aplicacéo dos tratamentos (HAT), a
coleta das fezes total de cada animal. Os ratos foram sacrificados em 48 HAT,
quando foi coletado o contetudo estomacal e intestinal para analise do perfil proteico,
juntamente com as fezes, em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE - 10%) (LAEMMLI,
1970). Os estdbmagos foram avaliados em estereomicroscopia (40x), conforme
protocolo adaptado de Marroni et al. (1994). Cada animal foi pesado no inicio e no
fim dos tratamentos. Também foi avaliado o consumo de racédo e agua pelos ratos,
ao final dos tratamentos.

Para verificar a presencga de esporos de B. thuringiensis no trato gastrointestinal
dos ratos, o conteudo estomacal, intestinal e as fezes coletadas dos animais foram
homogeneizados em solug¢ao salina estéril e uma aliquota de 1000 L foi utilizada
para o processo de pasteurizagdo (12 min, a 80°C, e 5 min a 4° C), visando a selecéo
das bactérias esporulantes. Apds foram realizadas diluicdes seriadas a 102 e uma
aliquota de 100 pL foi semeada em Agar Nutriente, em triplicatas e, incubados a
37° C, durante 24 h. As colbdnias crescidas foram isoladas em meio usual glicosado
liquido, suplementado com penicilina, permanecendo em crescimento sob agitacao
(180 rpm), a 30°C, durante 24 h. As culturas bacterianas com crescimento positivo
foram analisadas em microscopia de contraste de fase, para a identificacdo da
presenca de B. thuringiensis.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Osresultados mostraram a sobrevivéncia de todos os animais tratados oralmente
com as suspensdes, 0s sobrenadantes ou as proteinas das diferentes cepas de
B. thuringiensis, bem como aqueles pertencentes ao grupo controle. Nao foram
observadas alteragdes comportamentais ou clinicas como tremores, convulsdes e
diarreia.

Na avaliacdo dos estdmagos, em estereomicroscopia, com amplificacdo de 40
vezes, nao foram observadas modificagdes morfoldgicas, como pipocas vermelhas ou
raias hemorragicas, descritas por Marroni et al. (1994), em nenhum dos tratamentos
ou no grupo controle (Figura 1).

Resultados semelhantes foram observados por Bishop et al. (1999), que
administraram nos ratos uma dose de 1.10'2 esporos/mL de B. thuringiensis por dia,
durante trés semanas, e também nao encontraram sinais de infeccao bacteriana,
como vermelhiddo no tecido estomacal, ou alteragbes comportamentais. Berlitz et
al. (2012) realizaram experimentos com toxinas de B. thuringiensis administradas
oralmente em camundongos e verificaram a auséncia de sintomas como tremores,
convulsdes, diarreia, letargia, salivagéo ou perda de pelo. Berlitz et al. (2006) também
ndao encontraram modificacbes macroscopicas nos estdmagos de ratos tratados
nos tempos de 0, 12 e 24 h com a suspensao bacteriana e o sobrenadante de B.

thuringiensis var. aizawai e B. thuringiensis var. thuringiensis.

Figura 1. Estereomicroscopia (40x) dos estdbmagos de ratos tratados com: A - PBS de sodio
(pH 7.4); B - suspenséo da cepa MTox 2974-11; C - suspenséo da cepa MTox 2638-1 e D
- suspenséo da cepa BTh Thuricide 63; E - sobrenadante da cultura de MTox 2974-11; F -
sobrenadante da cultura de MTox 2638-1; G - sobrenadante da cultura de BTh Thuricide 63;
H - proteinas semipurificadas de MTox 2974-11; | - proteinas semipurificadas de MTox 2638-1 e
J - proteinas semipurificadas de BTh Thuricide 63.
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Quanto ao peso dos ratos, foi observado que n&o houve diferencga significativa
entre os tratamentos (F = 1,583; gl = 9,38; p = 0,156). Bishop et al. (1999) também
indicaram que nao houve diferenca significativa no peso corporal dos ratos tratados
com B. thuringiensis quando comparados com aqueles pertencentes ao grupo
controle. Betz et al. (2000) citam 16 estudos de toxicidade oral aguda que foram
realizados em ratos e coelhos e também n&o revelam mortalidades, alteragdes no
peso corporal ou patologias, mesmo nos testes com a administracdo das doses mais
altas de cepas B. thuringiensis.

Os dados relativos a alimentacdo dos animais, mostraram que nao houve
diferenca significativa no consumo de ragéo entre os ratos tratados com a suspenséo,
0 sobrenadante e a proteina semipurificada da cepa MTox 2974-11(F = 1,002; gl =
3,16; p = 0,417), em comparag¢ao com os ratos do grupo controle. Também néo foi
encontrada diferenca significativa (F = 2,167; gl = 3,16; p = 0,132) no consumo de
racao entre os ratos que receberam os tratamentos da cepa BTh Thuricide 63, em
comparag¢ao com os ratos do grupo controle.

Entretanto, constatou-se que o consumo médio de racéo variou entre os ratos
tratados com a suspensao, o sobrenadante e a proteina semipurificada da cepa
MTox 2638-1 (H=10,817; gl = 3; p = 0,013). Mais precisamente, foi possivel verificar
que houve diferenca significativa no consumo de ragéo entre os ratos tratados com
0 sobrenadante e a proteina semipurificada de MTox 2638-1 (p = 0,043) e entre
os ratos tratados com o sobrenadante e a suspensédo de MTox 2638-1 (p = 0,044)
(Figura 2).
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Figura 2. Consumo médio de ragéo (g) pelos ratos tratados com a suspensao, o sobrenadante e
a proteina semipurificada da cepa MTox 2638-1 e com tampéao PBS de sédio (testemunha) (H =
10,817; gl =3; p =0,013).
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Quanto ao consumo de agua, nao foi observada diferencga significativa entre os
ratos tratados que receberam os tratamentos da cepa MTox 2974-11 (F = 0,997; gl =
3,16; p = 0,419), bem como da cepa MTox 2638-1(F = 1,653; gl =3,16; p =0,217) e
da cepa BTh Thuricide 63 (F = 0,981; gl = 3,16; p = 0,426). Em média geral, os ratos
consumiram aproximadamente 47 g de racéo e 90 mL de agua durante as 48 h de
tratamento.

Na anélise do perfil proteico, observou-se que a amostra da suspensao da
cepa MTox 2974-11 apresentou bandas de aproximadamente 200, 130, 100, e 55
kDa, enquanto na amostra com as proteinas semipurificadas nota-se uma banda
majoritaria de cerca de 130 kDa. Por outro lado, a suspenséo da cepa MTox 2638-
1 apresentou peptideos com aproximadamente 210, 130, 70 e 60 kDa e a amostra
contendo as proteinas semipurificadas bandas de 120, 60 e 50 kDa. Por fim, a
amostra da suspensao da cepa BTh Thuricide 63 apresentou bandas de 200, 130,
80, 60 e 50 kDa e a amostra das proteinas semipurificadas apresentou uma banda
de aproximadamente 130 kDa. Nas amostras contendo os sobrenadantes das cepas,

nao foram visualizadas bandas (Figura 3).

A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 AB A9 A10 Al1 A2

Figura 3. Perfil proteico dos tratamentos administrados oralmente nos ratos Wistar onde:
A1 - marcador de peso molecular (BenchMark — Protein Ladder - Life Technologies®);

A2 — suspensao de MTox 2974-11; A3 — proteinas semipurificadas de MTox 2974-11; A4

— sobrenadante de MTox 2974-11; A5 - marcador de peso molecular (MSDS 6H2 — Sigma
Aldrich®); A6 - suspensdo de MTox 2638-1; A7 - sobrenadante de MTox 2638-1-; A8 - proteinas

semipurificadas de MTox 2638-1; A9 - marcador de peso molecular (MSDS 6H2 — Sigma
Aldrich®); A10 - suspensao de BTh Thuricide 63; A11 - sobrenadante de BTh Thuricide 63 e A12

- proteinas semipurificadas de BTh Thuricide 63.

Na analise do perfil proteico do contetudo estomacal dos ratos do grupo controle
(Figura 4A), tratados somente com PBS de so6dio, é possivel observar a presenca
de bandas com aproximadamente 130, 50 e 20 kDa (Figura 4, A2). Nas amostras de
conteudo intestinal, fezes 24 h e fezes 48 h, nao foi possivel a observagado de bandas
nitidas (Figura 4: A3, A4 e A5). Esse padréo de bandas encontrado provavelmente
representa o perfil proteico presente naturalmente nesses tipos de amostras de ratos
sadios. A presenca de uma banda com 130 kDa, no conteudo estomacal dos ratos
controle, faz com que a observacéao de bandas com esse mesmo peso em amostras

de conteldo estomacal nos demais tratamentos ndao possa ser correlacionada com
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a presenca de proteinas Cry.

Nas amostras de conteudo estomacal, conteudo intestinal e fezes (24 e 48h),
de ratos tratados com as suspensodes bacterianas das cepas MTox 2974-11 (Figura
4B), MTox 2638-1 (Figura 4C) e BTh Thuricide (Figura 4D), foi observado um perfil
de bandas bastante semelhante.

A
Al

Figura 4. A: Perfil proteico das amostras de conteudo estomacal (A2); conteddo intestinal (A3);
fezes 24h (A4) e fezes 48h (A5) de ratos do grupo controle tratados com PBS de soédio. B:
Perfil proteico das amostras de conteudo estomacal (B2); contetdo intestinal (B3); fezes 24 h
(B4) e fezes 48 h (B5) de ratos tratados com a suspensao bacteriana MTox 2974-11. C: Perfil
proteico das amostras de contetido estomacal (C2); conteudo intestinal (C3); fezes 24 h (C4) e
fezes 48 h (C5) de ratos tratados com a suspensao bacteriana MTox 2638-1. D: Perfil proteico
das amostras de conteudo estomacal (D2); contetdo intestinal (D3); fezes 24 h (D4) e fezes 48
h (D5) de ratos tratados com a suspensao bacteriana de BTh Thuricide 63. A1, B1, C1 e D1:
marcador de peso molecular (MSDS 6H2 — Sigma Aldrich®).

Na analise das amostras de conteudo estomacal, conteudo intestinal e fezes (24
e 48 h), de ratos tratados com o sobrenadante das cepas MTox 2974-11 (Figura 5A),
MTox 2638-1 (Figura 5B) e BTh Thuricide (Figura 5C), também pode ser observado
um perfil de bandas com alta semelhanca. Como no perfil proteico das amostras de
sobrenadante das trés cepas nao havia sido constatada nenhuma banda, conforme
a Figura 3, a presenca de diversas bandas com menos de 90 kDa nas amostras de
conteudo estomacal, conteudo intestinal e fezes (24 e 48 h), pode estar envolvida
com a presenca de proteinas na ragcao animal ingerida.
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Figura 5. A: Perfil proteico das amostras de conteido estomacal (A2); contetdo intestinal (A3);
fezes 24 h (A4) e fezes 48 h (A5) de ratos tratados com o sobrenadante de MTox 2974-11. B:
Perfil proteico das amostras de conteudo estomacal (B2); contetdo intestinal (B3); fezes 24 h
(B4) e fezes 48 h (B5) de ratos tratados com o sobrenadante de MTox 2638-1. C: Perfil proteico
das amostras de conteddo estomacal (C2); contetdo intestinal (C3); fezes 24 h (C4) e fezes 48
h (C5) de ratos tratados com o sobrenadante da bacteriana de BTh Thuricide 63. A1, B1 e C1:
marcador de peso molecular (MSDS 6H2 — Sigma Aldrich®).

Nas amostras de conteudo estomacal, conteudo intestinal e fezes (24 e 48h),
de ratos tratados com as proteinas semipurificadas das cepas MTox 2974-11 (Figura
6A), MTox 2638-1 (Figura 6B) e BTh Thuricide (Figura 6C), ndo foram observadas
bandas com 130 kDa, que poderiam estar correlacionadas com proteinas Cry.

A B {2
Al A2 A3 Al A4 A5

Figura 6. A: Perfil proteico das amostras de conteudo estomacal (A2); contetdo intestinal (A3);
fezes 24 h (A4) e fezes 48 h (A5) de ratos tratados com as proteinas semipurificadas de MTox
2974-11. B: Perfil proteico das amostras de conteudo estomacal (B2); contetdo intestinal (B3);
fezes 24 h (B4) e fezes 48 h (B5) de ratos tratados com as proteinas semipurificadas de MTox
2974-11. C: Perfil proteico das amostras de contetdo estomacal (C2); conteudo intestinal (C3);
fezes 24 h (C4) e fezes 48 h (C5) de ratos tratados com as proteinas semipurificadas de MTox
2974-11. A1, B1 e C1: marcador de peso molecular (MSDS 6H2 — Sigma Aldrich®).

Conforme os resultados do perfil proteico das amostras de conteudo estomacal,
conteudo intestinal e fezes (24 e 48 HAT), n&o foram encontradas bandas de 130
kDa, sugestivas de proteinas Cry, indicando que elas podem ter sido degradadas
pelo sistema digestivo dos ratos. Essa degradacéo pode estar associada com a
acidez do conteudo estomacal dos animais (o pH € de cerca de 3,15 em mamiferos)
(VIDAL et al., 2004). Betz et al. (2000), por exemplo, relataram que proteinas Cry1,
Cry2 e Cry3 foram degradadas ap6s 30 segundos, em ensaios, in vitro, resultando
em proteinas de 2 kDa.
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Naverificagdo da presencade esporos de B. thuringiensisno trato gastrointestinal
dos ratos, em microscopia de contraste de fase, foi observado que as colbénias que
cresceram a partir das amostras do grupo controle ndo eram formadas por bactérias
esporulantes, descartando a possibilidade da presenca de B. thuringiensis nos
animais desse tratamento. Por outro lado, foi observado o crescimento de coldnias
de Bacillus spp. (Tabela 1) em todas as placas onde foram semeadas as amostras
dos ratos tratados com as suspensdes bacterianas das trés cepas do estudo.

Tratamento Amostra Presenca Auséncia
Testemunha CE X
Testemunha Fl X
Testemunha F24H X
Testemunha F48H X
MTox 2974-11 CE X
MTox 2974-11 Fl X
MTox 2974-11 F24H X
MTox 2974-11 F48H X
MTox 2638-1 CE X
MTox 2638-1 Fl X
MTox 2638-1 F24H X
MTox 2638-1 F48H X
BTh Thuricide 63 CE X
BTh Thuricide 63 Fl X
BTh Thuricide 63 F24H X
BTh Thuricide 63 F48H X

Tabela 1. Ocorréncia de Bacillus spp. nas amostras de conteudo estomacal (CE), fezes
intestinais (Fl), fezes coletadas 24 h ap6s aplicacéo do tratamento (F24H) e fezes coletadas
48 h ap6s aplicagéo do tratamento (F48H) nos animais tratados com PBS de s6dio pH 7.4
(testemunha) e suspensodes bacterianas das cepas de B. thuringiensis MTox 2874-11, MTox
2638-1 e BTh Thuricide 63.

Mancebo et al., (2011), ao avaliarem a patogenicidade de uma nova formulagcéo
de B. thuringiensis var israelensis SH-14 em ratos, por meio de administrac&o oral em
dose unica, detectaram a presenca de esporos viaveis nas fezes a partir de 3 h apos
a aplicacao dos tratamentos até 48 h. Os autores também apontam que, geralmente,
h&d um declinio no numero de unidades formadoras de colbnias recuperadas ao
longo do tempo. Esses resultados, semelhantes aos encontrados no presente
estudo, podem ser explicados pela capacidade dos esporos de B. thuringiensis
atravessarem as barreiras do trato gastrointestinal até a sua eliminagéo. Bishop et al.
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(1999) relataram que ratos que receberam doses orais (1 x 10'2 esporos/mL) durante
trés semanas, apresentaram resultado negativo para a presenca de esporos de B.
thuringiensis nas culturas de sangue, corag¢ao, bacgo e figado. Assim, a recuperacao
de B. thuringiensis nas amostras coletadas ndo pode ser considerada resultado de
processos infecciosos, ja que ndo houve sinais de patogenicidade nos animais.

No presente trabalho, foi utilizada a cepa BTh Thuricide 63 como controle
positivo, ja que ela corresponde ao ingrediente ativo do produto comercial Thuricide®,
gue teve sua fabricacéo proibida devido a capacidade de producao de 3-exotoxinas.
A falta de toxicidade de BTh Thuricide 63, principalmente nos ratos tratados com o
seu sobrenadante, pode estar relacionada a uma baixa concentragcao dessa toxina
nociva. Siegel (2001) relata que 18 homens ingeriram 1000 mg de Thuricide®, durante
5 dias, e ndo apresentaram efeitos de intoxicacéao.

Diversos estudos apontam a seguranca do uso de B. thuringiensis no controle
biolégico de pragas. Siegel (2001) relata que foi necesséria a inalagdo de uma dose
de 1x108 esporos/mL de B. thuringiensis para provocar a morte de camundongos,
o equivalente a 10'2 esporos/mL em seres humanos, ou seja, uma dose um bilhdo
de vezes maior do que 0 maximo que ja encontrado em campo durante etapas de
pulverizagdo. Portanto, resultados encontrados no presente trabalho podem estar
relacionados ao modo de acdo altamente especifico das proteinas toxicas de B.
thuringiensis, que necessitam de um pH intestinal alcalino (entre 10 — 12), para a
solubilizacao dos cristais, da presenca de proteases intestinais, para a ativacao das
toxinas e a existéncia de receptores especificos, para sua ligacdo (SHARMA et al.,
2011). Segundo Broderick et al (2006) e Gill & Ellar (2002), n&do sdo conhecidos
receptores em mamiferos que sejam equivalentes aos encontrados em insetos.

As respostas positivas mostradas em alguns estudos com roedores comprovam
que eles sao bons modelos experimentais para avaliar a toxicidade de B. thuringiensis
aos humanos. De acordo com os dados experimentais, e relatos na literatura, observa-
se que a dose altamente letal para os insetos da ordem Lepidoptera, os principais
alvos desse entomopatégeno, corresponde a 1x10" esporos/mL das suspensdes
bacterianas. Nessa pesquisa, as cepas de B. thuringiensis MTox 2974-11 e MTox
2638-1 ndo apresentaram efeitos toxicos aos ratos Wistar, quando administradas
oralmente, em ensaios agudos de até 24 horas. A partir disso, € possivel inferir que
as doses letais dessas cepas a mamiferos sao muito mais altas do que aquelas que
seriam utilizadas em campo para provocar a letalidade dos insetos-alvo, revelando-
as como seguras aos mamiferos quando indicadas para uso como biopesticidas.
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