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RESUMO 

A busca por alternativas mais seguras no controle do Aedes aegypti, um importante vetor de 

diversos agentes etiológicos, que causam doenças como a dengue, febre amarela urbana, febre 

chikungunya e a febre zika, tornou-se uma crescente preocupação para a saúde pública. Os 

bioinseticidas são alternativas viáveis e eficazes para o controle de vetores, pois são inócuos 

ao homem e ao meio ambiente. Dentre os entomopatógenos, destaca-se a bactéria Bacillus 

thuringiensis (Bt), utilizada no controle biológico devido à presença de cristais proteicos com 

atividade inseticida, também denominados de δ-endotoxinas, sintetizados durante o processo 

de esporulação. O presente estudo objetivou investigar a presença de genes codificadores das 

toxinas mosquitocidas e avaliar os efeitos de linhagens tóxicas de B. thuringiensis no epitélio 

intestinal de larvas de A. aegypti. Foram utilizados 12 isolados de Bt provenientes dos biomas 

Amazônia, Cerrado e Caatinga e do Ecossistema Restinga do estado do Maranhão, que foram 

submetidos à técnica de PCR com iniciadores gerais (cry1, cry2, cry4, cry10, cry11, cry24, 

cry32, cyt1, cyt2) e específicos (cry1Ab e cry44Aa) para verificar a presença de genes 

mosquitocidas, e a técnica de SDS-PAGE 12% para verificar o conteúdo proteico. Os efeitos 

tóxicos de Bt foram evidenciados por meio das alterações ultraestruturais pela técnica da 

hematoxilina e eosina (HE). Na caracterização molecular, identificou-se a presença dos genes 

cry1, cry2, cry4, cry10, cry11, cry32, cyt1, cyt2 e cry1Ab, e ausência dos genes cry24 e 

cry44Aa. Os genes cry1 e cry2 foram detectados em apenas um isolado, já o gene cry4 foi 

detectado em oito dos 12 isolados testados. Em relação ao gene cry10 e cry11 amplificaram 

em cinco e quatro isolados de Bt, respectivamente. Foi detectado a presença do gene cry32 em 

sete linhagens de Bt. Os genes cyt1 e cyt2 mostraram produto de amplificação para oito e dois 

isolados, respectivamente, e o gene cry1Ab amplificou para apenas dois isolados. A 

caracterização proteica dos isolados apresentaram massa molecular com variações de 65 a 150 

kDa que corresponde ao perfil proteico das toxinas Cry1, Cry2, Cry4, Cry10, Cry11 e Cry32 e 

menor que 50 kDa semelhante ao das toxinas Cyt1 e Cyt2. A ação das toxinas de Bt no 

epitélio intestinal das larvas de A. aegypti ocasionaram degeneração celular, extravasamento 

das vesículas no espaço entre o lúmen e o epitélio e a presença de vacúolos digestivos. 

Portanto, foi possível verificar que os isolados de B. thuringiensis nativos possuem genes que 

codificam toxinas díptero-especificas e diferentes perfis proteicos com alto potencial para 

serem utilizados no controle biológico do A. aegypti. Isso demonstra que o estudo de 

caracterização molecular e proteica possibilitaram conhecer o potencial dos isolados do 

Maranhão, e as alterações histopatológicas mostraram-se essenciais para confirmar e agregar 

novas evidências aos mecanismos de toxicidade de B. thuringiensis (Bt). 

 

Palavras-chave: Vetor. Controle biológico. Bactéria entomopatogênica. Histologia. 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

The search for safer alternatives in the control of Aedes aegypti, an important vector of 

various etiologic agents that cause diseases such as dengue fever, urban yellow fever, 

chikungunya fever and zika fever, has become a growing concern for public health. 

Bioinsecticides are viable and effective alternatives for the control of vectors, because they 

are innocuous to man and to the environment. Among the entomopathogens, the bacterium 

Bacillus thuringiensis (Bt), used in biological control due to the presence of protein crystals 

with insecticidal activity, also known as δ-endotoxins, synthesized during the sporulation 

process, stands out. The present study aimed to investigate the presence of encoding genes of 

mosquitoes toxins and to evaluate the effects of toxic strains of B. thuringiensis on the 

intestinal epithelium of A. aegypti larvae. Twelve isolates of Bt from the Amazonia, Cerrado 

and Caatinga biomes and from the Restinga Ecosystem of the state of Maranhão were used, 

which were submitted to the PCR technique with general (cry1, cry2, cry4, cry10, cry11, 

cry24, cry32, cyt1, cyt2) and specific (cry1Ab and cry44Aa) primers to check the presence of 

mosquito genes, and the 12% SDS-PAGE technique to check the protein content. The toxic 

effects of Bt were evidenced through ultrastructural alterations by the hematoxylin and eosin 

(HE) technique. In the molecular characterization, the presence of the genes cry1, cry2, cry4, 

cry10, cry11, cry32, cyt1, cyt2 and cry1Ab, and absence of cry24 and cry44Aa genes were 

identified. The cry1 and cry2 genes were detected in only one isolate, and the cry4 gene was 

detected in eight of the 12 isolates tested. In relation to the cry10 and cry11 gene amplified in 

five and four Bt isolates, respectively. The presence of the cry32 gene was detected in seven 

Bt lineages. The cyt1 and cyt2 genes showed amplification product for eight and two isolates, 

respectively, and the cry1Ab gene amplified to only two isolates. The protein characterization 

of the isolates presented molecular mass ranging from 65 to 150 kDa corresponding to the 

protein profile of the toxins Cry1, Cry2, Cry4, Cry10, Cry11 and Cry32 and less than 50 kDa 

similar to the toxins Cyt1 and Cyt2. The action of Bt toxins on the intestinal epithelium of A. 

aegypti larvae caused cell degeneration, vesicles extravasation in the space between the lumen 

and the epithelium and the presence of digestive vacuoles. Therefore, it was possible to verify 

that the native B. thuringiensis isolates have genes that encoding diptera-specific toxins and 

different protein profiles with high potential for use in the biological control of A. aegypti. 

This demonstrates that the study of molecular and protein characterization made it possible to 

know the potential of isolates from Maranhão, and histopathological changes were essential to 

confirm and add new evidence to the mechanisms of toxicity of B. thuringiensis (Bt). 

 

Keywords: Vector. Biological control. Entomopathogenic bacteria. Histology. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Aedes aegypti 

O Aedes (Stegomyia) aegypti (L. 1762) é um importante vetor de diversos agentes 

etiológicos patógenos ao homem, que causam doenças como dengue, febre amarela urbana, 

febre chikungunya e febre zika. É um mosquito antropofílico, doméstico, que possui atividade 

hematofágica diurna. É originário da África e foi descrito no Egito, o que lhe conferiu seu 

nome específico. O vetor pertence à ordem Diptera, família Culicidae, subfamília Culicinae, 

tribo Aedini, subgênero Stegomyia e gênero Aedes, espécie Aedes (Stegomyia) aegypti 

(CHRISTOPHERS, 1960; NELSON, 1986; CONSOLI; LOURENÇO-DE-OLIVEIRA, 1994; 

FORATTINI, 2002; TAUIL, 2002; KUMAR et al., 2011; VASCONCELOS, 2015). 

Esse vetor é considerado um mosquito cosmopolita, encontrado nas regiões tropicais 

e subtropicais, entre as latitudes 45°N e 35ºS ou dentro das faixas isotermais de 20°C 

(CONSOLI; LOURENÇO-DE-OLIVEIRA, 1994). 

Esse mosquito desenvolve-se por holometabolia, passando pelas fases de ovo, quatro 

estádios larvais (L1, L2, L3 e L4), pupa e adulto. Os ovos apresentam contorno alongado e 

fusiforme. A larva é constituída por cabeça, tórax e abdômen. A pupa não se alimenta, sendo 

dividida em cefalotórax e abdômen, e é nesta fase que ocorre a metamorfose do estágio pupal 

para o alado. O mosquito adulto é escuro com listras brancas no corpo e nas patas, e um 

desenho em forma de lira no mesonoto (COSTA, 2001; FORATTINI, 2002).  

Devido às condições domiciliares ou peridomiciliares, melhores condições para 

reprodução, como sangue humano e criadouros com água, o A. aegypti adaptou-se a esses 

ambientes, o que favorece sua sobrevivência, e consequentemente aumento no número de 

casos de dengue, febre chikungunya e a febre zika (HADDOW et al., 1964; SILVA et al., 

1999; LEPARC-GOFFART et al., 2014; WEAVER, 2014; HONÓRIO et al., 2015). A 

transmissão destas arboviroses ocorre quando a fêmea do A. aegypti, que necessitam de 

sangue para maturação dos ovos, contaminam-se ao picar uma pessoa infectada 

(WHITEHEAD et al., 2007; MAFRA; LEMOS, 2009; VALLE; PIMENTA, AGUIAR, 2016). 

A dengue é uma doença de amplo aspecto clínico, causada por um vírus RNA de 

cadeia simples que compreende quatros sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 

do gênero Flavivirus, da família Flaviviridae (TAVEIRA; FONTES; NATAL, 2001; WHO, 

2009; BRASIL/MS, 2013). No ano de 2016, a Secretaria de Vigilância em Saúde do 

Ministério da Saúde notificou 1.500.535 casos prováveis de dengue no país 

(BRASIL/SVS/MS, 2017).  

Os vírus zika (ZIKV) e chikungunya (CHIKV) foram recentemente introduzidos no 

Brasil provavelmente no período da Copa do Mundo em 2014 (VASCONCELOS, 2015). O 
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Zika vírus é um Flavivirus da família Flaviviridae, isolado em 1947 na Uganda a partir de 

soro de macacos (DIALLO et al., 2014). A transmissão autóctone no país, da febre pelo Zika 

vírus foi confirmada a partir de abril de 2015. Em 2016, foram notificados 215.319 casos 

prováveis da doença no país (BRASIL/SVS/MS, 2017). 

O vírus da febre chikungunya é originário da África, pertencente à família 

Togaviridae, gênero Alphavirus (TAUIL, 2014; DONALÍSIO; FREITAS, 2015). Em 2016, 

foram notificados 271.824 casos prováveis de febre chikungunya no Brasil 

(BRASIL/SVS/MS, 2017). Portanto, faz-se necessário a realização de estudos que visem o 

controle da população desses vetores, pois nenhuma destas arboviroses tem vacina disponível 

na rede pública de saúde para o controle dos agentes etiológicos, favorecendo uma maior 

necessidade de controlar os vetores de doenças. 

1.2 Controle do Aedes aegypti 

O controle do A. aegypti ainda constitui um grande problema para os órgãos de saúde 

pública em todo mundo, sendo realizado por meio da eliminação dos criadouros ou do uso de 

inseticidas químicos rotineiramente empregados no controle de adultos e larvas que vem 

sendo utilizados no controle da população de A. aegypti desde o início do século XX. Esses 

inseticidas dividem-se em três grupos: organoclorados, organofosforados e carbamatos e os 

piretroides que atuam no sistema nervoso central do inseto (GIANNINI, 2001; TAUIL, 2002; 

BRASIL/MS, 2010; BOYER et al., 2012). 

O organoclorado diclorodifeniltricloroetano (DDT) tornou-se o inseticida químico 

mais utilizado do século XX, sendo eficaz no controle de mosquitos transmissores de doenças 

e pragas agrícolas (BECKER et al., 2010; COSTA, 2012).  

Os organofosforados e carbamatos são inibidores seletivos da atividade da 

acetilcolinesterase, quando liberados podem contaminar o meio ambiente (GUILOSKI et al., 

2010). Já os piretroides utilizados como inseticidas domésticos e agrícolas e em programas de 

saúde pública no combate a insetos vetores de doenças, surgiram como uma alternativa aos de 

maior toxicidade (SANTOS; AREAS; REYES, 2007; COSTA, 2012). 

O desenvolvimento de populações de A. aegypti resistentes aos inseticidas 

organofosforados, piretroides e outros compostos tóxicos, bem como seus efeitos de poluição 

ao meio ambiente, justificaram novas pesquisas para o uso de agentes biológicos no controle 

desse vetor (MACORIS et al., 1999; TAUIL, 2002; POLANCZYK; GARCIA; ALVES, 

2003; LIMA; MELO; VALLE, 2005).  

O controle biológico visa reduzir populações de pragas e vetores de doenças por 

meio da utilização de agentes biológicos como patógenos, predadores, competidores ou 
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parasitos. O conhecimento da existência de inimigos naturais foi iniciado pelos chineses a 

1.200 a.C. que utilizaram formigas contra ataques de lagartas desfolhadoras à plantações de 

citrus (BARBOSA, 2004; HEMINGWAY, 2005). 

Os inimigos naturais podem ser definidos de acordo com seu modo de ação, na 

condição de predação ou de parasitismo. Este poderá ser classificado da seguinte forma: 

micro ou macroparasitismo, ou seja, se os agentes se reproduzem ou não no organismo do 

hospedeiro (FORATTINI, 2002). 

Os agentes de controle biológico podem reduzir os efeitos nocivos do uso 

indiscriminado dos inseticidas químicos, favorecendo o meio ambiente e a saúde humana 

(SCOPEL; ROZA-GOMES, 2011). 

Dentre os agentes de controle biológico, as bactérias entomopatogênica formadoras 

de esporos possuem um grande potencial no controle de mosquitos vetores e insetos-pragas, 

dentre estas, destaca-se a bactéria Bacillus thuringiensis (Bt) (BERLINER, 1911), pois 

apresenta propriedades inseticidas a insetos de várias ordens como Lepidoptera, Coleoptera, 

Diptera, Hymenoptera, Hemiptera, Homoptera, Orthoptera, Mallophaga, Sarcomastigophora e 

outros organismos, tais como, a nematóides e ácaros (FEITELSON, 1993; SCHNEPF et al., 

1998; BRAVO; SOBERÓN, 2007; COSTA et al., 2010; DORTA, 2014). Sua descoberta, 

principalmente da subespécie Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) (Eubacteriales, 

Bacillaceae), possibilitou o desenvolvimento de um formulado comercializado em vários 

países do mundo para o controle de vetores de doenças (RAYMOND et al., 2010). 

1.3 Bacillus thuringiensis 

A bactéria B. thuringiensis é um bastonete de 1 a 1,2µm, por 3 a 5µm, geralmente 

com motilidade, formadoras de esporos entre elípticos e cilíndricos, em posição central, com 

esporângio não nitidamente estendido, gram-positiva, aeróbica, podendo também crescer 

facultativamente em anaerobiose, dentro da faixa de 10 a 45ºC (HABIB; ANDRADE, 1998). 

Foi descoberta pelo biólogo Shigetane Ishiwata no início do século XX no Japão a partir de 

larvas mortas de bicho-da-seda. Posteriormente, foi isolada de larvas de Anagasta kuehniella 

(Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae) por Berliner em 1911 na província de Thuringia na 

Alemanha (OCHOA; ARRIVILLAGA, 2009).  

O B. thuringiensis ocorre em diversos ambientes: como solo, folhas de plantas e 

algumas vezes em micro habitats favoráveis como, por exemplo, dentro de insetos mortos 

pela ação desta bactéria. O número de células desta bactéria obtidas em isolamento pode 

variar entre 102 e 104 unidades formadoras de colônias (UFC) por grama de solo, enquanto 

em plantas, esse número varia entre 0 e 100 UFC/cm2 por folha (DAMGAARD, 2000).  
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Em 1976 foi descoberta uma variedade de B. thuringiensis, a bactéria B. 

thuringiensis subsp. israelensis (Bti), caracterizada pelo método do antígeno-H como 

sorovariedade H-14, com potencial tóxico para mosquitos vetores e insetos pragas 

(GOLDBERG; MARGALIT, 1977; de BARJAC, 1978). Produtos à base desta bactéria são 

comercializados, sob diferentes formulações, líquida ou granulada. A maioria desses 

formulados é composta de esporos viáveis e cristais tóxicos, visando aumentar sua atividade 

larvicida através da reciclagem bacteriana (DONALÍSIO; GLASSER, 2002; BIZARRI et al., 

2008; ANGELO; VILAS-BÔAS; CASTRO-GÓMEZ, 2010). 

A boa efetividade de B. thuringiensis incentiva estudos de isolamento desta bactéria 

em diversas regiões do mundo, e a ampla gama de substrato para a sua reprodução pode gerar 

variabilidade genética dessa bactéria em condições naturais (IRIARTE et al., 2000; MAEDA 

et al., 2000; VILAS-BÔAS, 2002; VALICENTE; LANA, 2008; TAN et al., 2009; ZHANG et 

al., 2010; BEN-DOV, 2014).  

O B. thuringiensis produz várias toxinas com atividade inseticida como: α-

exotoxinas, β-exotoxinas, quitinases (Chi), proteínas inseticidas vegetativas (VIP) e as δ-

endotoxinas conhecidas como toxinas formadoras de esporos (TFP), e recebem esta 

denominação devido a sua localização intracelular do cristal proteico (VALADARES-

INGLIS; SHILER; DE-SOUZA 1998; LIN; XIONG, 2004; PARKER; FEIL, 2005). Essas 

toxinas produzem diferentes formatos de cristais como: cuboide, bipiramidal, esférico, dentre 

outros (HABIB; ANDRADE, 1998). 

1.4 δ-endotoxinas  

Durante o processo de esporulação a bactéria B. thuringiensis produz cristais 

proteicos, que apresentam atividade entomopatogênica. O cristal proteico é formado por δ-

endotoxinas, também conhecidas como proteínas Cry e Cyt (BRAVO et al., 2011). Na 

literatura são descritas 22 toxinas com ação entomopatogênica para o A. aegypti. As toxinas 

Cry são tóxicas para as ordens Lepidoptera, Coleoptera, Hymenoptera e Diptera, já as Cyt 

apresentam toxicidade para insetos da ordem Diptera (PRAÇA, 2004; BRAVO; SOBERÓN, 

2007; VAN FRANKENHUYZEN, 2009; BEN-DOV, 2014).  

As proteínas Cry apresentam massa molecular entre 40 a 140 kDa, sendo codificadas 

por diferentes genes denominados genes cry (BRAVO, SOBERÓN, 2007). Desde o primeiro 

gene cry de B. thuringiensis clonado e sequenciado por Schnepf e Whiteley em 1981, o 

número de sequências de novos genes tem acrescido substancialmente (CRICKMORE et al., 

1998; de MAAGD et al., 2001; LIMA, 2010; CRICKMORE et al., 2016).  
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As proteínas Cry tornam-se tóxicas aos insetos alvo quando são ingeridas pelas 

larvas. Após a ingestão das inclusões cristalinas ocorre a solubilização dos cristais proteicos 

em pH alcalino no intestino médio das larvas liberando peptídeos sem atividade inseticida que 

recebem o nome de protoxinas. Em seguida, as protoxinas são processadas pelas enzimas 

digestivas, as proteases protoxinas, principalmente as serina-proteases, tornando-se toxinas 

ativas. As toxinas reconhecem receptores específicos para cada uma delas no intestino médio 

das larvas, após o reconhecimento do receptor começa a formação de poros na membrana 

celular do epitélio intestinal, provocando desequilíbrio iônico, aumentando a absorção de 

água, ruptura e desintegração das células do intestino médio, levando o inseto à paralisia e à 

morte (HOFMANN et al., 1988; HÖFTE; WHITELEY, 1989; GLARE; O’CALLAGHAM, 

2000; FIUZA, 2009).  

As toxinas Cyt apresentam proteínas de massa molecular de 27–30 kDa, que são 

codificadas pelos genes cyt. Diferente das toxinas Cry, as Cyt não se ligam aos receptores, 

mas se inserem diretamente na membrana celular, potencializando a ação inseticidas das Cry 

(WARD; ELLAR; CHILCOTT, 1988; KONI; ELLAR, 1993; CRICKMORE et al., 1998; 

PÉREZ et al., 2005; SANTOS et al., 2012). 

A bactéria B. thuringiensis é considerada a espécie de maior interesse no controle 

biológico de insetos (GLARE; O’CALLAGHAM, 2000). No que concerne ao controle de 

mosquitos, a subespécie B. thuringiensis israelensis, têm sido utilizada com muito sucesso há 

mais de trinta anos, e comercializada mundialmente para a fabricação de inseticidas usados no 

controle de vetores (BRAVO et al., 2011).  No entanto, existe uma preocupação crescente do 

surgimento de populações de mosquitos resistentes às toxinas de Bti (CADAVID-

RESTREPO; SAHAZA; ORDUZ, 2012).  

Devido à boa efetividade de Bt no controle de vetores, diversos estudos no mundo 

são realizados para selecionar linhagens com ação para mosquitos (GOBATTO et al., 2010; 

OOTANI et al., 2011; CAMPANINI et al., 2012; SOARES-DA-SILVA et al., 2015). No 

entanto, os trabalhos de seleção de linhagens de Bt para mosquitos são iniciados com a busca 

pelo complexo de proteínas Cry e Cyt, toxinas encontradas na cepa padrão B. thuringiensis 

subsp. israelensis (cry4Aa, cry4Ba, cry10Aa, cry11Aa, cry11Ba, cyt1Aa, cyt1Ab e cy2Ba) 

utilizada mundialmente no controle de insetos vetores (VAN FRANKENHUYZEN, 2009; 

COSTA et al., 2010; CANTÓN et al., 2011; CRICKMORE et al., 2016). Contudo, além 

desses genes existem também outros codificadores de toxinas com ação inseticida para larvas 

de mosquitos, especificamente para A. aegypti (cry1Ab, cry1Ca, cry11Bb, cry16Aa, cry20Aa, 

cry24Ca, cry30Fa, cry32Ba, cry32Ca, cry32Da, cry44Aa, cry54Aa, cyt2Ba e cyt2Bc) 
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(FATORETTO, 2007; VAN FRANKENHUYZEN, 2009; AHMAD; SHAKOORI, 2013; 

HANUR et al., 2015; CRICKMORE et al., 2016). 

Estudos vêm demonstrando a existência de isolados nativos de Bt que não 

apresentam toxinas de Bti (LOBO, 2015; SOARES-DA-SILVA et al., 2015), porém mostram 

excelente ação inseticida em larvas de A. aegypti por meio de bioensaios. Esses dados 

reforçam a necessidade de investigar a presença de outros genes que já tenham sido descritos 

como codificadores de proteínas inseticidas, que causam mortalidade às larvas de mosquitos, 

para aumentar os números de toxinas disponíveis que possam ser utilizadas no controle do A. 

aegypti. O que poderá elucidar os danos ocasionados no epitélio intestinal pela ação dos 

isolados de B. thuringiensis com alta toxicidade contra larvas de A. aegypti. 

A presença dos genes é uma forma de predizer a atividade inseticida de um isolado, 

no entanto, a toxicidade de cada isolado de Bt precisa ser evidenciada também pela expressão 

das proteínas e capacidade de interação com o epitélio intestinal de larvas de A. aegypti 

(PORCAR; JUARÉZ-PÉREZ, 2003; OLIVEIRA et al., 2009; BRAVO et al., 2011). 

Devido à complexidade da ação dessas toxinas contra mosquitos, é necessário, 

verificar se estas estão envolvidas no processo de sepse do bacilo no epitélio intestinal da 

larva. Este mecanismo de ação de B. thuringiensis é evidenciado por meio de análises 

histopatológicas, as quais podem contribuir com informações essenciais sobre os efeitos 

tóxicos ocasionados pela ação desta bactéria às larvas de A. aegypti. Estes estudos 

histopatológicos tem sido analisadas através da microscopia de luz, onde fornecem subsídios 

que comprovam o efeito tóxico da bactéria, sendo uma técnica de fácil aplicação e rapidez, e 

custos relativamente reduzidos (CAVADOS et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2009).  

Portanto, essa pesquisa poderá fornecer dados importantes para subsidiar no futuro o 

desenvolvimento de bioinseticidas com maior toxicidade e menores chances do inseto tornar-

se resistente, uma vez que muitos recursos são demandados na tentativa de combater 

mosquitos vetores de doenças. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 Geral 

 Avaliar os efeitos de linhagens tóxicas de B. thuringiensis no epitélio intestinal de 

larvas de A. aegypti e investigar a presença de genes codificadores das toxinas 

mosquitocidas.   

2.2 Específicos  

 

 Caracterizar molecularmente toxinas Cry e Cyt presentes em isolados tóxicos de B. 

thuringiensis, mantidos no Banco de Bacilos entomopatogênicos do Maranhão – 

BBENMA; 

 

 Analisar o conteúdo proteico de isolados de B. thuringiensis com atividade inseticida a 

A. aegypti; 

 

 Visualizar danos do epitélio de larvas de A. aegypti tratados com isolados de B. 

thuringiensis do Banco de Bacilos Entomopatogênicos do Maranhão. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Seleção de isolados de Bacillus thuringiensis 

O Banco de Bacilos Entomopatogênicos do Maranhão – BBENMA do Laboratório 

de Entomologia Médica-LABEM do CESC-UEMA dispõe atualmente de 1.448 isolados de Bt 

provenientes dos biomas Amazônia, Cerrado e Caatinga, e do ecossistema Restinga do estado 

do Maranhão. Foram testados seletivamente 680 isolados contra larvas de A. aegypti, destes 

27 isolados apresentaram mortalidade de 100% das larvas em 24 horas, sendo que 12 não 

amplificaram genes de Bti.  

Esses 12 isolados que não amplificaram genes de Bti, foram utilizados para 

investigação de diferentes combinações de toxinas inseticidas, com a utilização de iniciadores 

gerais e específicos para as famílias de genes mosquitocidas disponíveis na literatura (VAN 

FRANKENHUYZEN, 2009; CRICKMORE et al., 2016). Nos isolados que mostraram 

positividade nas reações de PCR foram realizadas verificação do padrão de proteínas, e 

análises histopatológicas para entender o efeito das diferentes combinações de toxinas 

mosquitocidas encontradas nessas linhagens, no epitélio intestinal de larvas de terceiro ínstar 

de A. aegypti utilizadas nos bioensaios.  

3.2 Identificação de genes mosquitocidas  

3.2.1 Extração do DNA  

O DNA genômico dos isolados de B. thuringiensis foram extraídos utilizando a 

Matriz InstaGene (Bio-Rad), seguindo o protocolo do fabricante, os quais foram previamente 

cultivados em placas de Petri contendo Ágar Nutriente (Kasvi), por 18 horas a 28ºC em estufa 

bacteriológica. Para cada isolado uma colônia foi ressuspendida em 1mL de água estéril em 

tubos de microcentrífuga e levados a centrifugação por 1 minuto a 12.000 rpm a 25ºC. Após a 

centrifugação, o sobrenadante foi descartado, sendo adicionados 100μL da Matriz instaGene 

(Bio-Rad) e, em seguida, o material foi incubado em banho-maria a 56ºC por 25 minutos, 

agitado rigorosamente em Vortex Mixer (Vision Scientific) por 10 segundos e logo depois, 

fervido a 100ºC por 8 minutos. A amostra foi novamente agitada em Vortex Mixer por 10 

segundos e centrifugada por 2,5 minutos a 12.000 rpm a 25ºC. Finalmente, 100μL do 

sobrenadante foram transferidos para microtubos estéreis, o qual foi quantificado para 

verificação da quantidade e qualidade do DNA com a utilização de espectrofotômetro L-

Quant (Loccus) no Laboratório de Genética e Biologia Molecular (GENBIMOL) do CESC-

UEMA, e por fim, estocado em freezer a -18ºC até o momento do uso. 
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3.2.2 PCR para amplificação de genes de Bacillus thuringiensis díptero-específicos 

Inicialmente foram utilizados oligonucleotídeos iniciadores gerais para identificação 

das famílias de genes codificadores de toxinas mosquitocidas: cry1, cry2, cry4, cry10, cry11, 

cry24, cry32, cyt1 e cyt2 (BRAVO et al., 1998; JOUZANI et al., 2008; EJIOFOR; 

JOHNSON, 2002; IBARRA et al., 2003; CRICKMORE et al., 2016) (Tabela 1). 

Posteriormente, os isolados foram submetidos a uma nova reação de PCR com iniciadores 

específicos: cry1Ab e cry44Aa (FATORETTO, 2007; VIDAL-QUIST; CASTAÑERA; 

GONZÁLEZ-CABRERA, 2009) (Tabela 2).  

 

 

Tabela 1- Oligonucleotídeos iniciadores gerais dos genes cry e cyt de Bacillus thuringiensis, com suas 

respectivas sequências e tamanho de fragmento esperado. 

Genes 

iniciadores

gerais 

Sequências 
Referên-

cias 

Tam.* 

(pb)** 

TA

ºC# 

 

S
u

b
cl

a
ss

e 
C

ry
 

cry1 5’-CTGGATTTACAGGTGGGGATAT-3’(d) 

5’-TGAGTCGCTTCGCATATTTGACT-3’(r) 
Bravo et 

al. (1998) 
543-594 52 

cry2 5’-GTTATTCTTAATGCAGATGAATGGG-3’(d) 

5’-CGGATAAAATAATCTGGGAAATAGT-3’(r) 
Jouzani et 

al. (2008) 
689-701 52 

cry4 5'-GCATATGATGTAGCGAAACAAGCC-3'(d) 

5'-GCGTGACATACCCATTTCCAGGTCC-3'(r) 
Jouzani et 

al. (2008) 
439-459 50 

cry10 5´ -TCAATGCTCCATCCAATG-3'(d) 

5´ -CTTGTATAGGCCTTCCTCCG-3'(r) 
Jouzani et 

al. (2008) 
348 51 

cry11 5'-TTAGAAGATACGCCAGATCAAGC-3'(d) 

5'-CATTTGTACTTGAAGTTGTAATCCC-3'(r) 
Bravo et 

al. (1998) 
305 51 

cry24 5´-TTATCAATGTTAAGGGATGC-3´(d) 

5´-ACTGGATCTGTGTATATTTTCCTAG-3´(r) 
Ibarra et 

al. (2003) 
304 52 

cry32 5´-TGGTCGGGAGAGAATGGATGGA-3´(d) 

5´-ATGTTTGCGACACCATTTTC-3´(r) 
Ibarra et 

al. (2003) 
676-677 48 

S
u

b
cl

a
ss

e 
 C

y
t 

C
y
C

y
t 

cyt1 5´-CCTCAATCAACAGCAAGGGTTATT-3´(d) 

5´-TGCAAACAGGACATTGTATGTGTAATT-3´(r) 
Ibarra et 

al. (2003) 477-480 52 

 

cyt2 

 

5´-ATTACAAATTGCAAATGGTATTCC-3´(d) 

5´-TTTCAACATCCACAGTAATTTCAAATGC-3´(r) 

 

Ibarra et 

al. (2003) 355-356 56 

*tamanho; **pares de bases; #temperatura de anelamento. 
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As reações de PCR foram realizadas em microtubos de 0,2mL com os seguintes 

reagentes: 2,5μL de Buffer, 2,5μL de dNTPs, 0,5μL de MgCl2, 0,5μL de cada primer, 0,1μL 

de GoTaq® DNA Polymerase (Promega), 1μL de DNA e 4,9μL de água milli-Q para 

completar o volume final de 12,5μL.  

Em todas as reações foram utilizadas cepas padrões (Bta - Bacillus thuringiensis 

subsp. aizawai, Btk - Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki, Bti - B. thuringiensis subsp. 

israelensis T14 001, Bacillus thuringiensis subsp. sotto, Bty - Bacillus thuringiensis subsp. 

yunnanensis e Bacillus thuringiensis subsp. entomocidus) como controle positivo, cedida pelo 

professor Dr. Manoel Victor Franco Lemos do Laboratório de Genética de Bactérias e 

Biotecnologia Aplicada do Departamento de Biologia Aplicada à Agropecuária da Faculdade 

de Ciências Agrárias e Veterinárias, Campus de Jaboticabal, Unidade da Universidade 

Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP). Como controle negativo a quantidade de 

DNA foi substituída por água milli-Q. 

As amplificações dos genes foram realizadas em termociclador Gencycler-G96G 

(Biosystems), com programa otimizado de acordo com a temperatura de pareamento de cada 

iniciador. A reação de amplificação teve um passo inicial de desnaturação 94ºC por 5 minuto, 

seguidos de 35 ciclos de desnaturação a 94ºC por 1 minuto, anelamento (temperatura de 

acordo com cada iniciador), polimerização de 72ºC por 1 minuto, e extensão final a 72ºC por 

7 minutos, seguido de uma etapa de Hold a 4ºC. 

Posteriormente, foi realizada eletroforese em gel de agarose a 1% para visualizar os 

fragmentos de DNA gerados pela técnica de PCR. Após a reação de amplificação foi retirado 

5μL de cada amostra e adicionado a 3μL de tampão de corrida Blue/Orange 6X Loading Dye 

(Promega) contendo o corante GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium).  

Tabela 2- Oligonucleotídeos iniciadores específicos dos genes cry de Bacillus thuringiensis com ação 

específica para Aedes aegypti, com suas respectivas sequências e tamanho de fragmento esperado. 

Genes  

iniciadores 

específicos 

Sequências (5’-3’) 

 

Referên-

cias 

Tam.* 

(pb)** 

TA 

ºC*** 

S
u

b
cl

a
ss

e 
 C

ry
 cry1Ab 

5´-CGGGATTAGAGCGTGTATG-3´(d) 

5´-CATCCAGCGAATCTACCG-3´(r) 

Fatoretto 

(2007) 

 

~550 56 

cry44Aa 

5' -CATTACACGGGGTGCGTTAT-

3´(d) 

5' -CCGCACTTACATGTGTCCAA-3´(r) 

Vidal-

Quist; 

Castañer; 

González

-Cabrer, 

(2009) 

444 60 

*tamanho; **pares de bases; ***temperatura de anelamento. 
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As amostras foram submetidas a um campo elétrico de 90V, conduzido em tampão 

TBE 1 X (Tris/Borato/EDTA) em pH alcalino. Em cada reação de eletroforese foi incluído 

3μL de DNA Ladder® 1Kb (Promega), adicionado a 3μL do tampão de carregamento, como 

referência para verificação dos tamanhos dos fragmentos gerados e como padrão de peso 

molecular. Após a corrida eletroforética, os géis foram visualizados em transiluminador e 

fotografados em aparelho L. PIX (Loccus Biotecnologia). 

3.3 Caracterização proteica 

Os isolados positivos caracterizados por meio da PCR foram analisados quanto ao 

conteúdo proteico do cristal para verificar quais proteínas inseticidas codificadas estão sendo 

expressas pelos genes cry e cyt. A caracterização proteica foi realizada mediante a técnica de 

eletroforese em gel de poliacrilamida, utilizando o detergente iônico Dodecil Sulfato de Sódio 

(SDS-PAGE) a 12%, em condições desnaturantes segundo Laemmli (1970). 

A extração das proteínas foi realizada seguindo o protocolo de Lecadet et al. (1991), 

sendo que cada isolado foi plaqueado em ágar nutriente, após 24 horas de crescimento em 

estufa bacteriológica, uma colônia de cada isolado foi transferida para Erlenmeyer contendo 

12mL de caldo nutriente e levados ao incubador rotativo (SHAKER), mantido a 28ºC por 52 

horas a 200 rpm.   

Da cultura crescida de cada amostra foi retirada uma alíquota de 1,5µL contendo o 

complexo esporo/cristal, em seguida foi centrifugado a 12000 xg durante 15 minutos a 4°C. 

Posteriormente, o pellet foi ressuspendido em 1,5mL de 0,5M NaCl em agitador Vortex Mixer 

e centrifugado novamente, a seguir o pellet foi ressuspendido em 1,5mL da solução para 

inibição da atividade proteásica  (2mL de 100mM PMSF + 4mL do EDTA a 0,5M avolumado 

para 200mL), foi homogeneizada em Vortex Mixer e centrifugada novamente a 12000 xg por 

15 minutos a 4°C, sendo descartado o sobrenadante, repetiu-se esse procedimento por duas 

vezes e, posteriormente, estocado em solução de inibição de atividade proteica a -20ºC.  

Para preparação de 50µL das amostras, foram adicionados 25µL da solução contendo 

as proteínas de Bt e 25µL de tampão de amostra (0,5M Tris-HCl pH 6,8; 25% de Glicerol; 

1,0% de Azul de bromofenol; 10% de SDS e β-mercaptoetanol a 1%), e fervidas por 10 

minutos a 100°C. De cada amostra foi retirado 40µL e aplicada em gel de poliacrilamida, e 

como padrão de massa molecular de proteína foi adicionado o marcador Broad Range Protein 

Molecular Weight Markers (Promega). Foram utilizadas cepas padrões como controle 

positivo, nas mesmas condições anteriormente descritas (LAEMMLI, 1970). 

A eletroforese em gel de poliacrilamida consistiu em um gel composto por duas 

concentrações: um primeiro gel de malha mais fina a 5%, o concentrador, cuja função é de 
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compactar a amostra e o separador de 12% de acrilamida, cuja função é separar o complexo 

SDS-proteína em função da sua massa molecular. Esses gel foi preparado e colocado em cuba 

de eletroforese vertical (Kasvi) preenchida com tampão de corrida 1X (25mM Tris-BASE, 

35mM SDS e 1,92mM Glicina) e submetido a um campo elétrico de 150V por 2:30 minutos.  

Após a corrida eletroforética, o gel foi corado em solução de Comassie Brilhante 

Blue (metanol 50%, Ácido acético 10% e 0,1% de Comassie Brilhante Blue R-250) por 1 hora 

em temperatura ambiente, em seguida foi descorado em solução de metanol e ácido acético 

4:1 por 24 horas, até a visualização das bandas de proteínas que correspondem às toxinas 

presentes. O gel foi digitalizado e analisado quanto à presença das proteínas de ação inseticida 

de interesse, conforme descrição da literatura.  

3.4 Análises histopatológicas 

As análises histopatológicas das larvas de A. aegypti tratadas com B. thuringiensis 

foram realizadas de acordo com a metodologia de Oliveira et al. (2009). Para cada isolado, 

incialmente foi realizado um bioensaio com 10 larvas de terceiro ínstar de A. aegypti, estas 

foram colocados separadamente em copos de 50mL contendo 10mL de água destilada e 1mL 

da solução esporo/cristal de cada isolado de B. thuringiensis.  

Posteriormente, foram realizadas leituras nos intervalos de 6 e 24 horas após 

exposição à solução bacteriana para acompanhamento das alterações ultraestruturais. Como 

controle negativo, em cada bioensaio foi preparada uma réplica sem inoculação bacilar e 

como controle positivo foi utilizada a linhagem padrão Bti (Bti- B. thuringiensis subsp. 

israelensis T14 001), nas mesmas condições dos isolados. 

Os bioensaios foram realizados em triplicata, em condições controladas de 

temperatura 26 ± 2°C e umidade relativa em torno de 80%, no LABEM-CESC/UEMA. Para 

as análises histopatológicas propriamente dita, as larvas vivas nos bioensaios foram recolhidas 

individualmente com auxílio de pipetas Pasteur e colocadas em microtubos esteréis de 1,5mL 

contendo uma solução fixativa de paraformaldeído a 4% (100mL de água destilada e 0,4g de 

paraformaldeído em pó), e armazenada à temperatura ambiente. Posteriomente, as amostras 

foram encaminhadas ao Laboratório de Ultraestrutura no Centro de Pesquisa Aggeu 

Magalhães (Fiocruz Pernambuco), onde foram processadas as análises de microscopia.  

O material foi adicionado em cassetes plásticos para o processamento e mergulhados 

em álcool 70%, posteriormente, as amostras foram processadas em histotécnico (OMA DM40) 

durante 8 horas: desidratadas em etanol graduado (70% a 100%), diafanizados em xilol, 

incluídos em parafina 56-58ºC. Após esse procedimento, as amostras foram emblocadas em 

parafina a 56-60ºC (inclusor Leica EG1120). Foram obtidas secções de 4mm em micrótomo 
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(Zeiss HYRAX M55), coradas pela técnica de hematoxilina e eosina (HE), e montadas com 

Entellan. Em seguida, as amostras foram observadas e analisadas em microscópio de luz nos 

aumentos de 40X e 100X (Leica LAS EZ). 
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4 RESULTADOS  

4.1 Identificação de genes mosquitocidas 

Dos 12 isolados analisados molecularmente, 10 amplificaram para dois ou mais 

genes estudados, apenas o BtMA-401 apresentou perfil isolado e a linhagem BtMA-764 não 

amplificou para nenhum dos genes pesquisados (Tabela 3). Os oligonucleotídeos cry24 e 

cry44Aa utilizados não produziram fragmentos de tamanho esperado, indicando que as 

estirpes não possuem esses genes. O isolado BtMA-459 foi o único que apresentou o gene 

cry1 e cry2 comparados com os padrões Bta e Btk, respectivamente, e o gene cry4 foi 

detectado em oito isolados, mais a estirpe padrão Bti (Figura 1). 

 

 

Tabela 3. Conteúdo gênico dos isolados de Bacillus thuringiensis caracterizados por PCR para 

genes gerais e específicos. 

ISOLADOS 

Oligonucleotídeos 

Gerais 

 

Oligonucleotídeos 

Específicos 

cr
y1

 

cr
y2

 

cr
y4

 

cr
y1

0
 

cr
y1

1
 

cr
y2

4
 

cr
y3

2
 

cy
t1

 

cy
t2

 

cr
y1

A
b

 

cr
y4

4
A

a
 

Bta1 +           

Btk2  +        +  

Bti3   + + +   + +   

Bty4       +     

BtMA-179   +  +       

BtMA-229   +  +       

BtMA-237   + + +   +    

BtMA-401       +     

BtMA-459 + + +    + + +   

BtMA-559   +    + +    

BtMA-686   + +   + +    

BtMA-750   + + +   + +   

BtMA-755    +   + +  +  

BtMA-761       + +  +  

BtMA-762   + +   + +    

BtMA-764            

 (+) presença do gene estudado. 1Bacillus thuringiensis subsp. azawai; 2Bacillus thuringiensis subsp. 

kurstaki; 3Bacillus thuringiensis subsp. israelensis; 4Bacillus thuringiensis subsp. yunnanensis. 
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O gene cry10 amplificou em cinco linhagens de Bt com fragmento de 348pb e o gene 

cry11 amplificou para quatro linhagens apresentando 305pb (Figura 2). Esse resultado 

também foi obtido para Bti, usado como controle positivo. O gene cry32 foi detectado em sete 

isolados de Bt e o controle positivo B. thuringiensis subsp. yunnanensis (Figura 3). Oito 

linhagens de Bt apresentaram fragmentos de tamanho esperado para o gene cyt1 e dois 

isolados para o gene cyt2, assim como a linhagem padrão Bti (Figura 4). Utilizando primer 

específico para a detecção do gene cry1Ab, também foram obtidos fragmentos de tamanho 

esperado, indicando a presença do gene nos isolados BtMA-755 e BtMA-761 e no controle 

positivo (Figura 5). 

 

 

 

 

 

Figura 2. Produto da amplificação dos genes cry10 e cry11 em isolados de Bacillus 

thuringiensis. MM: marcador molecular (1Kb DNA Ladder); Bti - Bacillus thuringiensis subsp. 

israelensis (controle positivo); CN - controle negativo. 

Figura 1. Produto da amplificação dos genes cry1, cry2 e cry4 em isolados de Bacillus 

thuringiensis; MM: marcador molecular (1Kb DNA Ladder); CP1: Bta - Bacillus 

thuringiensis subsp. azawai (controle positivo); CP2: Btk - Bacillus thuringiensis subsp. 

kurstaki (controle positivo); CP3: Bti - Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (controle 

positivo); CN - controle negativo. 
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Figura 3. Produto da amplificação do gene cry32 em isolados de Bacillus thuringiensis. MM: 

marcador molecular (1Kb DNA Ladder); B. thuringiensis subsp. yunnanensis (controle 

positivo); CN - controle negativo. 

 

Figura 4. Produto da amplificação dos genes cyt1 e cyt2 em isolados de Bacillus thuringiensis. 

MM: marcador molecular (1Kb DNA Ladder); Bti - Bacillus thuringiensis subsp. israelensis 

(controle positivo); CN - controle negativo. 

Figura 5. Produto da amplificação do gene cry1Ab em isolados de Bacillus thuringiensis. 

MM: marcador molecular (1Kb DNA Ladder); Btk - Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki 

(controle positivo); CN - controle negativo. 
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4.2 Caracterização proteica 

A análise do perfil proteico dos isolados de B. thuringiensis pela técnica de SDS-

PAGE 12%, demonstrou que estes expressaram proteínas com massas moleculares 

correspondentes as toxinas Cry e Cyt, no entanto, as linhagens BtMA-755 e BtMA-761 

embora tenham sido identificados a presença de genes, não foi possível verificar o perfil 

proteico. Os demais isolados apresentaram proteínas de massa molecular de aproximadamente 

65 a 150 kDa, que corresponde as proteínas Cry1, Cry2, Cry4, Cry10, Cry11 e Cry32 (Figura 

6).  

Em relação a classe Cyt, os isolados BtMA-179, BtMA-229, BtMA-237, BtMA-401, 

BtMA-459, BtMA-559, BtMA-686, BtMA-750 e BtMA-762 apresentaram proteínas de massa 

molecular menor que 50 kDa semelhante ao das toxinas Cyt1 e Cyt2 (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Perfil proteico dos isolados de Bacillus thuringiensis com ação larvicida para Aedes 

aegypti. MM: marcador molecular (1Kb DNA Ladder); Bta – Bacillus thuringiensis subsp. 

aizawai; Btk - Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki; Bti - Bacillus thuringiensis subsp. 

israelensis; Bty - B. thuringiensis subsp. yunnanensis. 
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4.3 Análises histopatológicas 

As observações dos 10 isolados de B. thuringiensis utilizados nas análises 

histopatológicas, mostraram que o epitélio intestinal das larvas de A. aegypti apresentaram 

várias alterações ultraestruturais no grupo experimental. O controle positivo caracterizou-se 

por apresentar o epitélio intestinal desconectado e desordenado em 6 horas de aplicação do Bti 

(Figura 7A). Neste mesmo intervalo de tempo, no grupo controle negativo, o intestino médio 

ou mesêntero de larvas de 3º estádio de A. aegypti apresentou três partes distintas: anterior, 

mediana e posterior sem alterações celulares (Figura 7B). Com 6 horas de exposição ao 

BtMA-179, as células do intestino estavam separadas umas das outras deixando uns espaços 

entre as células e algumas células estavam vacuolizadas (Figura 8A e 8B). Com 24 horas de 

exposição ao Bt, o epitélio intestinal mostrou-se destruído e totalmente desorganizado (Figura 

8C). 

A figura 9A mostra o epitélio intestinal destruído com células desorganizadas pela 

ação do BtMA-229 com 6 horas de exposição a bactéria. Com 24 horas, as células do epitélio 

intestinal estavam desconectadas uma das outras e com vilosidades. As vesículas digestivas 

estavam presas no espaço entre o lúmen e as células do epitélio (Figura 9B). 

As células do epitélio das larvas de A. aegypti no intervalo de 6 horas tratadas com o 

BtMA-237, apresentou-se sem forma definida e com evidente degeneração celular (Figura 

10A). Com 24 de exposição ao bacilo, as células do epitélio estavam desorganizadas e 

desprendidas do tecido conjuntivo com vacúolos em volta do núcleo (Figura 10B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Fotomicrografia do intestino de larvas de 3º ínstar de Aedes aegypti, coradas com HE. A- 

Controle positivo: Bacillus thuringiensis subsp.  israelensis. B- Controle negativo. 

A B 
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Figura 9. A e B: Fotomicrografia das alterações celulares de larvas de Aedes aegypti, após exposição a 

Bacillus thuringiensis, estirpe BtMA-229. A- Seccões histológicas da região anterior da larva de Aedes 

aegypti. B- Seccões histológicas do epitélio intestinal de larvas de Aedes aegypti com evidente 

desorganização celular. 

Figura 8. A, B e C: Alterações ultraestruturais de larvas de Aedes aegypti tratadas com a bactéria 

Bacillus thuringiensis, estirpe BtMA-179. A e B- Fotomicrografias com 6 horas de exposição a 

bactéria. C- Fotomicrografias com 24 horas de exposição a bactéria. 

A B 

C 

A A

 

B
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As figuras 11A e 11B mostram o epitélio destruído pela ação bacteriana da linhagem 

BtMA-401 durante o intervalo de 6 e 24 horas, respectivamente. As células apresentaram alto 

grau de destruição, com evidente desorganização celular. Com 6 e 24 horas de exposição ao 

BtMA-459, as células intestinais estavam desordenadas, e notável formação de vacúolos, com 

formas irregulares (Figura 12A e 12B). Foram observadas células epiteliais praticamente 

destruídas no tempo de 6 horas, e rompimento total do epitélio em 24 horas de exposição a 

linhagem BtMA-559 (Figura 13A e 13B).  

Mudanças morfológicas no epitélio das larvas foram notadas com 6 horas de 

exposição a linhagem BtMA-686, apresentavam suas células afastadas uma das outras, e 

conteúdo das vesículas estavam extravasadas no espaço entre o lúmen e o epitélio. Com 24 

horas de exposição, o epitélio se encontrava totalmente destruído (Figura 14A e 14B). 

A figura 15A demonstra as microvilosidades celulares irregulares e destruída pela 

ação bacteriana em 6 horas de exposição ao BtMA-750. As principais alterações encontradas 

em 6 horas de exposição ao BtMA-755 foram distanciamento das células, ou seja, aumento do 

espaçamento entre as unidades de célula, vacuolização celular (Figura 16A). As figuras 15B, 

16B, 17A e 17B mostram ausência do epitélio intestinal, ocasionada pela atividade larvicida 

do BtMA-750, BtMA-755 e BtMA-761, respectivamente, nas larvas de A. aegypti, mostrando 

o potencial dos isolados do Maranhão. 

 

 

A B 

Figura 10. A e B: Fotomicrografia das alterações celulares de larvas de Aedes aegypti, após 

exposição a Bacillus thuringiensis, estirpe BtMA-237. A- Seccões histológicas do epitélio 

intestinal de larvas de Aedes aegypti com 6 horas de exposição ao Bt. B- Seccões histológicas do 

epitélio intestinal de larvas de Aedes aegypti com 24 horas de exposição ao bacilo. 
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A B 

Figura 11. A e B: Fotomicrografia das alterações celulares de larvas de Aedes aegypti, após 

exposição a Bacillus thuringiensis, estirpe BtMA-401. A- Seccões histológicas do epitélio 

intestinal de larvas de Aedes aegypti com 6 horas de exposição a bactéria. B- Seccões 

histológicas do epitélio intestinal de larvas de Aedes aegypti com 24 horas de exposição ao 

bacilo. 

A B 

Figura 12. A e B: Fotomicrografia das alterações ultraestruturais de larvas de Aedes aegypti, 

após exposição a Bacillus thuringiensis, estirpe BtMA-459. A- Seccões histológicas do epitélio 

intestinal de larvas de Aedes aegypti com 6 horas de exposição a bactéria. B- Seccões 

histológicas do epitélio intestinal de larvas de Aedes aegypti com 24 horas de exposição ao 

bacilo. 
 

A B 

Figura 13. A e B: Fotomicrografia das alterações ultraestruturais de larvas de Aedes aegypti, 

após exposição a Bacillus thuringiensis, estirpe BtMA-559. A- Seccões histológicas do 

epitélio intestinal de larvas de Aedes aegypti com 6 horas de exposição ao bacilo. B- 

Seccões histológicas do epitélio intestinal de larvas de Aedes aegypti com 24 horas de 

exposição bacteriana. 
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Figura 14. A e B: Fotomicrografia das alterações ultraestruturais de larvas de Aedes 

aegypti, após exposição a Bacillus thuringiensis, estirpe BtMA-686. A- Seccões 

histológicas do epitélio intestinal de larvas de Aedes aegypti com 6 horas de exposição a 

bactéria. B- Seccões histológicas do epitélio intestinal de larvas de Aedes aegypti com 24 

horas de exposição ao bacilo. 

A B 

Figura 15. A e B: Fotomicrografia das alterações ultraestruturais de larvas de Aedes aegypti, após 

exposição a Bacillus thuringiensis, estirpe BtMA-750. A- Seccões histológicas do epitélio 

intestinal de larvas de Aedes aegypti com 6 horas de exposição a bactéria. B- Seccões 

histológicas do epitélio intestinal de larvas de Aedes aegypti com 24 horas de exposição ao 

bacilo. 
 

A B 

Figura 16. A e B: Fotomicrografia das alterações ultraestruturais de larvas de Aedes aegypti, 

após exposição a Bacillus thuringiensis, estirpe BtMA-755. A- Seccões histológicas do epitélio 

intestinal de larvas de Aedes aegypti com 6 horas de exposição a bactéria. B- Seccões 

histológicas do epitélio intestinal de larvas de Aedes aegypti com 24 horas de exposição ao 

bacilo. 
 

A B 
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Figura 17. A e B: Fotomicrografia das alterações ultraestruturais de larvas de Aedes aegypti, após 

exposição a Bacillus thuringiensis, estirpe BtMA-761. A- Seccões histológicas do epitélio 

intestinal de larvas de Aedes aegypti com 6 horas de exposição a bactéria. B- Seccões histológicas 

do epitélio intestinal de larvas de Aedes aegypti com 24 horas de exposição ao bacilo. 
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5 DISCUSSÃO  

Neste estudo foram encontrados diferentes perfis gênicos, incluindo combinações de 

toxinas Cry e Cyt, em oito dos 12 isolados testados. Bravo et al. (1998) mostraram que esses 

perfis associados de genes, sugerem que cepas de B. thuringiensis possuem alta frequência de 

troca de informação genética.  Os isolados deste estudo, que apresentaram combinações de 

genes cry, são os mais promissores para a busca de novos agentes de controle biológico com 

uma ação inseticida mais ampla. 

 Ben-Dov et al. (1997, 2014) destacam que novas especificidades tóxicas podem 

surgir de novas combinações de genes cry conhecidos. O sucesso deste entomopatógeno está 

relacionado à produção de proteínas que ao serem ingeridas pelas larvas de insetos alvo 

tornam-se tóxicas e levam a morte. Com isso, interrompem o ciclo reprodutivo do vetor, com 

a redução do índice populacional de adultos. 

Os resultados encontrados neste estudo corroboram com os obtidos por Mahalakshmi 

et al. (2012) que encontraram padrões diversificados de toxinas Cry e Cyt em isolados da 

Índia com atividade inseticida. Baig e Mehnaz (2010) também identificaram diferentes perfis 

associados contendo genes cry, provenientes de rochas sedimentares do Mar Arábico, doze 

isolados contendo dois genes cry, enquanto cinco isolados apresentaram mais de dois genes 

cry e do mesmo modo Shishir et al. (2014) verificaram a presença de genes cry em proporções 

variadas de diferentes ecossistemas de Bangladesh na Ásia. 

No presente trabalho não foi constatado nenhuma linhagem que expressou todos os 

genes, o que pode ser observado nos trabalhos realizados por Costa et al. (2010) investigando 

sete genes em 45 isolados de B. thuringiensis de diferentes regiões brasileiras e Ricieto et al. 

(2011) que estudou 20 isolados provenientes de diferentes ambientes da Região Norte do 

Paraná. 

Diferentes resultados foram verificados por Khojand et al. (2013), onde três isolados 

de B. thuringiensis oriundos da província Khorasan Razavi, localizada no nordeste do Irã 

apresentaram os quatro genes testados. Soares-da-Silva et al. (2015), também encontraram 

uma linhagem de B. thuringiensis do Amazonas expressando os cincos genes testados, e 

Vieira-Neta (2016) estudando um isolado de Bt da restinga do estado do Maranhão observou 

fragmentos de DNA para os nove genes utilizados nas análises moleculares.  

No presente trabalho, também se constatou que um isolado de B. thuringiensis não 

amplificou para nenhum dos oligonucleotídeos estudados, o que evidencia a presença de 

novos genes cry e cyt ainda não caracterizados. Pinto e Fiuza (2003) também verificaram que 

um total de 36,95% dos isolados de amostras de solos do Rio Grande do Sul não amplificaram 

para nenhum dos seis pares de oligonucleotídeos analisados. 
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Os resultados referentes à caracterização do BtMA-401, realizada neste estudo, 

assemelham-se aos estudos de Ejiofor e Johnson (2002) em que apenas a linhagem BT23 

proveniente do Centro-Sul dos Estados Unidos, também amplificou para um único gene. No 

trabalho de Baig e Mehnaz (2010), sete isolados de Bt também apresentaram um único gene 

testado. 

No presente estudo observou-se a presença de genes que codificam as toxinas Cry1, 

Cry2, Cry4, Cry10, Cry11, Cry32, Cyt1, Cyt2 e Cry1Ab e ausência das toxinas Cry24 e 

Cry44Aa nos isolados ativos de B. thuringiensis. Nas análises moleculares realizadas por 

Salekjalali, Barzegari e Jafari (2012) encontraram uma maior frequência de genes cry1 em 29 

isolados de Bt oriundos do solo de Arasbaran, Irã. Silva et al. (2012) verificaram que os 20 

isolados de B. thuringiensis provenientes do nordeste brasileiro apresentaram o gene cry2. Já 

Khojand et al. (2013), encontraram genes cry1 e cry2 representando 91,7% e 87,6% das 

estirpes analisadas, respectivamente, diferente dos resultados encontrados neste estudo, em 

que verificamos a ocorrência dos genes cry1 e cry2 em uma única linhagem de B. 

thuringiensis.  

Nos trabalhos de Constanski et al. (2015) os genes cry1 e cry2 foram encontrados 

apenas nos isolados BR37 e BR94, respectivamente, e Nemappa et al. (2012) observou que 

apenas um dos nove isolados de Bt, o T191, mostrou presença de genes da família Cry1. No 

entanto, Grecco, Polanczyk e Pratissoli (2010) não detectaram os genes cry1 e cry2 nos 

isolados testados de diferentes localidades do Brasil.  

A família Cry1 possui toxinas com atividade contra dípteros, como é o caso da 

proteína Cry1Ab, identificada em duas linhagens de B. thuringiensis no presente estudo. 

Manikandan et al. (2016) obtiveram apenas uma linhagem para o gene cry1Ab positiva, dos 

seis isolados de Bt analisados. Entretanto, Fatoretto et al. (2007) demonstraram resultados 

superiores ao encontrado neste estudo, em que o gene cry1Ab amplificou em 80 dos 115 

isolados caracterizados, provenientes das cinco regiões geográficas brasileiras e de outros 

países. 

Os isolados BtMA-179, BtMA-229, BtMA-237, BtMA-459, BtMA-559, BtMA-686, 

BtMA-755, BtMA-761 e BtMA-762  expressaram pelo menos um dos genes estudados e/ou 

para combinação entre dois ou mais genes encontrados cry4, cry10, cry11, cyt1 e cyt2 em 

linhagens de B. thuringiensis tóxicas a A. aegypti, diferindo dos resultados do Banco de 

Bacilos Entomopatogênicos do Maranhão em que estes mesmos isolados não expressaram 

genes específicos encontrados na cepa padrão Bti, o que evidencia a necessidade de 

sequenciar estas linhagens com o intuito de obter informações mais detalhadas sobre o 

conteúdo genômico das mesmas. 
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Outros estudos verificaram isolados expressando diferentes proporções de genes 

cry4, cry10, cry11, cry32, cyt1 e cyt2, também encontrados neste estudo. Khojand et al. 

(2013), constataram que o gene cry4 amplificou em 10 dos 24 isolados analisados, já Ejiofor e 

Johnson (2002) verificaram que apenas um isolado de Bt apresentou fragmentos de tamanho 

esperado para o gene cry4. Por outro lado, Dias et al. (2002), descreveram isolados de 

amostras de solo e água coletadas em diferentes regiões do país com ação tóxica para A. 

aegypti, que não apresentaram os genes cry4 e cry11. Praça et al. (2004), também reportaram 

dois isolados de B. thuringiensis tóxicos para A. aegypti com ausência dos genes cry4 e cry11.  

Diferentes resultados foram obtidos por El-kersh et al. (2014) analisando 103 

isolados nativos de diferentes regiões da Arábia Saudita, no qual 28 isolados apresentaram 

fragmentos de tamanho esperado para o gene cyt1, 23 e 26 isolados amplificaram para o gene 

cry10 e cry11, respectivamente. No trabalho de Santos et al. (2012), verificou-se nas reações 

de PCR, a presença dos genes cry10 e cry11 nos isolados de Bt tóxicos as larvas de A. aegypti 

do Paraná, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e São Paulo. Já Konecka et al. (2012) 

pesquisando a presença de genes cyt, dos sete isolados de B. thuringiensis da Polônia, nenhum 

apresentou os genes cyt1 e cyt2. Silva et al. (2012) verificaram que dos 20 isolados de Bt 

analisados, nenhuma das linhagens amplificaram para os genes cry4, cry11, cyt, o que difere 

dos resultados encontrados no presente estudo, em que estes genes foram verificados nos 

isolados de Bt do Maranhão. 

A distribuição de genes cry32 encontrada neste trabalho é diferente da relatada por 

Jouzani et al. (2008) em que nenhum dos 16 isolados de B. thuringiensis de diferentes regiões 

do Irã, produziram fragmentos de tamanho esperado, o que indica que as estirpes não 

possuem esse gene. 

A ausência dos genes cry24 e cry44Aa em isolados B. thuringiensis com ação 

larvicida para A. aegypti observada neste estudo foi igualmente descrita por Ejiofor e Johnson 

(2002) estudando isolados provenientes do Centro-Sul dos Estados Unidos e Vidal-Quist, 

Castañera e González-Cabrera (2009) analisando amostras coletadas no leste da Espanha, 

respectivamente.  

As proteínas Cry podem ser compostas por um ou mais cristais intracelulares, estas 

proteínas são codificadas por um ou várias cópias de um mesmo gene, ou diferentes genes 

cry, esse fato contribui para a ocorrência de linhagens contendo diferentes combinações e 

consequentemente distintos perfis de toxicidade, como observado na análise proteica deste 

trabalho (CRICKMORE et al., 1998; BRAVO; GILL; SOBERÓN, 2007; JOUZANI et al., 

2008; BEN-DOV, 2014).  
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As classes Cry1 e Cry2 identificadas no presente estudo apresentam conteúdo 

proteico em torno de 65 e 130 kDa, respectivamente. Essas proteínas apresentam duas 

integrantes, as proteínas Cry1Ab e Cry2Aa, ativas contra a ordem díptera (AGUIAR, 2007; 

CÍCERO, 2007; VAN FRANKENHUYZEN, 2009). As proteínas Cry4, Cry10 e Cry11 

identificadas neste trabalho, também tóxicas para insetos da ordem díptera, produzem bandas 

de aproximadamente 128 a 135 kDa, 78 kDa e 72 kDa, respectivamente (THORNE et al., 

1986; LERECLUS et al., 1989; DELECLUSE; ROSSO; RAGNI, 1995; AGUIAR, 2007). 

A toxina Cry32 presente nos isolados nativos do Maranhão, possui massa molecular 

variando de 128 a 140 kDa, e apresenta três integrantes com atividade contra insetos da ordem 

díptera: Cry32Ba, Cry32Ca e Cry32Da. As proteínas Cyt1 e Cyt2 identificadas neste estudo 

apresentam massa molecular de 27 a 30 kDa, e têm sido bastante relatadas agindo 

sinergicamente com as toxinas Cry, mostrando-se importantes para aumentar a eficiência de 

um isolado no controle de mosquitos (CRICKMORE et al., 1998; BRAVO; GILL; 

SOBERÓN, 2007; JOUZANI et al., 2008; BEN-DOV, 2014).  

O fato da não identificação do perfil proteico nos isolados BtMA-755 e BtMA-761 

pode ser explicado pela não expressão dessas proteínas, pois a presença do gene não quer 

dizer necessariamente que a toxina esteja sendo expressa, ou pode estar sendo expressa em 

baixa quantidade. Isto também foi evidenciado nos estudos de Macedo et al. (2012) ao 

analisar Bt do banco de bacilos de Londrina e da Embrapa e Constanski et al. (2015) que 

estudou amostras de solo e água de diferentes regiões do Brasil. 

No presente trabalho as alterações histopatológicas no epitélio intestinal de larvas de 

A. aegypti, ocasionadas pelas toxinas produzidas pelo cristal, em todas as estirpes e o controle 

positivo incluíram degeneração celular. Tais resultados, semelhantes aos relatados por Rey et 

al. (1998) comparando as alterações ultraestruturais em diferentes espécies de dípteros e 

crustáceos de ecossistemas alpinos pela ação tóxica de B. thuringiensis subsp. israelensis, e 

Cavados et al. (2004) investigando os efeitos de toxinas de Bti em larvas de Simulium 

pertinax, onde essa desorganização estrutural do epitélio é evidente, mostrando células sem a 

característica histológica já nas primeiras 6 horas de aplicação da bactéria, o que pôde ser 

observado no presente trabalho. De acordo com Habib (1983), Boonserm et al. (2005) e Lacey 

(2007), a ação rápida desta bactéria é devido às larvas possuírem o pH do intestino altamente 

alcalino favorecendo a solubilização e liberação dos cristais proteicos.  

Alguns autores como Rey et al. (1998) e Cavados et al. (2004) também 

demonstraram através das análises histopatológicas extravasamento das vesículas no espaço 

entre o lúmen e o epitélio e a presença de vacúolos digestivos, sendo uma consequência do 

processo de lise celular e defesa do organismo à ação bacteriana. Em outras investigações 
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realizadas por Barreto (2009) foram encontrados resultados semelhantes aos citados 

anteriormente utilizando substâncias botânicas como tanino catéquico isolado da Magonia 

pubescens (Sapindaceae) e ao diterpeno de Copaifera reticulata (Leguminosae) como 

larvicida biológico. 

Em estudos realizados com a espécie B. thuringiensis subsp. israelensis, Charles e de 

Barjac (1981), e Lahkim-Tsror et al. (1983) constataram a desintegração completa do epitélio 

intestinal de larvas de A. aegypti ocasionado pela ação desta bactéria, o que pôde ser 

observado no presente estudo, com 24 horas de aplicação das linhagens BtMA-559, BtMA-

686, BtMA-750 e BtMA-755, e em 6 e 24 horas na linhagem BtMA-761, demonstrando o alto 

potencial tóxico destas estirpes. As observações histopatológicas das células epiteliais do 

controle negativo neste trabalho, coincidiram com as pesquisas descritas por Lahkim-Tsror et 

al. (1983), Cavados et al. (2004) e Barreto (2009), que também descreveram aspectos 

celulares normais, com citoplasma íntegro e núcleo único e esférico. 

A partir dos dados obtidos na caracterização molecular por meio da PCR e SDS-

PAGE 12%, pode-se verificar que existem isolados de B. thuringiensis do Maranhão com 

combinações de toxinas Cry e Cyt com elevada toxicidade, o que pode-se ser visualizado 

mediante as alterações ultraestruturais no epitélio intestinal das larvas de A. aegypti 

provocadas por estas toxinas, o que evidencia o potencial destes isolados de B. thuringiensis 

como possíveis agentes de controle biológico.  
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6 CONCLUSÃO 

 A presença dos genes díptero-específicos cry1, cry2, cry4, cry10, cry11, cry32, cyt1, 

cyt2 e cry1Ab encontrados no presente estudo, são importantes na seleção de isolados 

de B. thuringiensis com toxicidade para A. aegypti; 

 

 Os isolados BtMA-237, BtMA-459, BtMA-559, BtMA-686, BtMA-750, BtMA-755, 

BtMA-761, BtMA-762, que apresentaram combinações dos gene cry e cyt são os mais 

promissores como agentes de controle biológico, com um espectro de ação mais 

amplo; 

 

 A análise SDS-PAGE revelou que a maioria dos isolados produziu massa molecular 

sugerindo a presença das proteínas Cry1, Cry2, Cry4, Cry10, Cry11, Cry32, Cyt1 e 

Cyt2; 

 

 Os isolados de B. thuringiensis do Maranhão mostram-se altamente tóxicos, 

provocando alterações ultraestruturais no epitélio intestinal nas larvas de A. aegypti; 

 

 Os resultados encontrados neste estudo evidenciam o potencial dos isolados para o 

controle de A. aegypti, no qual podem constituir como ferramenta biotecnológica para 

a fabricação de larvicidas biológicos. 
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