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RESUMO 

As toxinas Cry de Bacillus thuringiensis apresentam atividade inseticida e 

alto grau de especificidade a certos grupos de insetos, sendo inócuas para 

vertebrados. Estas características vêm sendo utilizadas no desenvolvimento de 

plantas geneticamente modificadas para o controle de pragas. O inseto-praga de 

maior importância na cotonicultura brasileira é o bicudo do algodoeiro 

(Anthonomus grandis), inseto de hábitos larvais endofíticos, e, por isso, de difícil 

controle. O objetivo deste trabalho foi identificar os prováveis receptores deste 

inseto para toxinas Cry. O gene para a toxina Cry8Ka1 foi clonado e um mutante 

com alta toxicidade foi obtido pelas técnicas de DNA Shuffling e Phage Display. 

Este mutante, Cry8Ka5, foi utilizado para identificação dos receptores. 

Experimentos de ligação realizados após SDS-PAGE indicam que as toxinas 

Cry1Ac, Cry8Ka1 e Cry8Ka5 marcadas com biotina são capazes de ligação às 

mesmas proteínas presentes no epitélio intestinal do inseto. Destas, uma HSP70 

cognate e uma V-ATPase, foram identificadas via seqüenciamento de novo, 

enquanto um ligante de ~120kDa não pôde ser identificado. Cinco spots capazes 

de reconhecimento pela Cry8Ka5 foram identificados em 2DE, demonstrando 

capacidade de ligação a diferentes isoformas ou a proteínas apresentando 

modificações pós-translacionais. Como Cry1Ac não é tóxica para A. grandis e é 

capaz de ligação às mesmas proteínas, um bioensaio foi conduzido com o 

objetivo de validar o papel funcional dos ligantes. Foram feitos quatro tratamentos: 

1) Controle negativo (H2O); 2) Cry1Ac; 3) Cry8Ka5; 4) Cry8Ka5+Cry1Ac. Apenas 

o tratamento 3 diferiu estatisticamente dos demais, indicando que a ligação de 

Cry1Ac a estas proteínas bloqueia o mecanismo de ação de Cry8Ka5.  
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ABSTRACT 

The Cry toxins from Bacillus thuringiensis display insecticidal activity and 

are highly specific to certain groups of insects, being harmless to vertebrates. 

These characteristics have been used to the development of genetically modified 

plants to control economically important insect-pests. The insect pest of major 

importance in the Brazilian cotton culture is the cotton boll weevil (Anthonomus 

grandis), insect of endophytic larval habits, and therefore difficult to control. The 

aim of this work was to identify putative receptors of this insect to Cry toxins. A 

gene for Cry8Ka1 toxin was cloned and a mutant with high toxicity against A. 

grandis was obtained by DNA Shuffling and Phage Display techniques. This 

mutant, called Cry8Ka5, was used to identify the receptors. Ligand blot 

experiments performed after SDS-PAGE indicated that biotin-labeled Cry1Ac toxin 

(not toxic to A. grandis), Cry8Ka5 and Cry8Ka1 are able to recognize the same 

proteins from the midgut of A. grandis. Two of them, a HSP70 cognate and a V-

ATPase were identified by de novo sequencing, whereas a ~120kDa protein was 

not identified. The characterization of these proteins via two-dimensional gel 

electrophoresis revealed the presence of five spots capable of binding to Cry8Ka5, 

demonstrating its ability to recognize different isoforms or showing post-

translational modifications. As Cry1Ac is not toxic to A. grandis and is able to bind 

to the same proteins, a bioassay was conducted to evaluate the functional role of 

the ligands. Four treatments were conducted: 1) negative control (H2O); 2) 

Cry1Ac, 3) Cry8Ka5 4) Cry8Ka5 + Cry1Ac. Only treatment 3 presented statistical 

difference, indicating that the Cry1Ac binding to these proteins blocks Cry8Ka5 

mechanism of action. 
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1 INTRODUÇÃO 

 O Brasil é o maior país em área disponível para expansão agrícola, com 

cerca de 328 milhões de hectares (SALOMÃO & SEIBEL, 2005), estando entre os 

três maiores importadores de inseticidas no mundo (HASENCLEVER & 

ANTUNES, 2008). O uso da biotecnologia para contornar os gastos e os impactos 

causados pelo uso destes defensivos químicos é crescente, assim como a aposta 

de grupos internacionais em sementes geneticamente modificadas (GM). 

 Diferentes genes que codificam produtos com atividade inseticida já foram 

inseridos em plantas, como inibidores de enzimas hidrolíticas digestivas, lectinas, 

quitinases, entre outros (CARLINI & GROSSI DE SÁ, 2002). Entretanto, a 

utilização de plantas expressando toxinas Cry provenientes da bactéria Bacillus 

thuringiensis é a mais amplamente difundida no controle de insetos-praga 

(GROSSI DE SÁ & ROMANO, 2003). Atualmente, a praga de maior importância 

na cotonicultura brasileira é o bicudo do algodoeiro (Anthonomus grandis). O 

controle químico deste inseto é dificultado pelos hábitos endofíticos das larvas. 

Desta forma, a utilização de plantas transgênicas expressando toxinas Cry 

constitui uma alternativa viável. A elucidação do mecanismo de ação e dos fatores 

envolvidos na toxicidade é vital para o melhoramento destas moléculas, bem 

como no uso racional desta tecnologia, de forma a evitar o desenvolvimento de 

resistência. 
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1.1 Cotonicultura 

O algodoeiro (Gossypium spp.) é uma das principais plantas utilizadas para 

a produção de fibras naturais no mundo, constituindo uma das cadeias produtivas 

mais importantes do Brasil. A cotonicultura está classificada entre as dez 

principais práticas agrícolas do País, sendo que a maior produção ocorre na 

região Centro Oeste, especialmente em Goiás e Mato Grosso (representando 

50% da área plantada e 70% da produção nacional) (CONAB, 2006). Atualmente, 

o Brasil é o quinto maior produtor mundial, sendo que em 2007, 3,85 milhões de 

toneladas foram produzidas em 1,1 milhão de hectares, com produtividade de 

3,475 Kg/ha (IBGE, 2008). 

Atualmente, a cultura está sofrendo um declínio em área plantada e 

produção. Segundo a CONAB (2008), espera-se que o País colha entre 1,3649 e 

1,428 milhão de toneladas de algodão em pluma na safra 2008/2009, uma 

redução entre 10,9 e 14,8% em relação à safra passada (1,6022 milhão de 

toneladas). No ano de 2009, está prevista uma redução de até 19,7% da área 

plantada no Centro Oeste (responsável por 59% da produção nacional de algodão 

em pluma) e em outros importantes Estados produtores, como Minas Gerais e 

São Paulo, embora em menor escala. Esta redução deve-se à concorrência com 

a soja, que possui cotações mais positivas no momento e, principalmente, à alta 

nos preços dos insumos (CONAB, 2008). Dentre estes, os agentes de controle de 

insetos merecem destaque, podendo custar até 25% do custo da produção 

(GALLO et al., 2002). 
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Pelo menos trinta espécies de insetos e três espécies de ácaros são 

citadas na literatura como pragas do algodoeiro. GONDIM et al. (2001) descrevem 

que, dentre as pragas da parte aérea do algodão, destacam-se os pulgões Aphis 

gossypii Glover (Hemiptera: Aphididae) e Myzus persicae Sulzer (Hemiptera: 

Aphididae), além de trips, como pragas da fase inicial devido aos danos diretos e 

como vetores da doença azul e de outras viroses. Durante a fase vegetativa e o 

início da fase reprodutiva, lepidópteros desfolhadores como o curuquerê do 

algodão Alabama argillacea Hübner (Lepidoptera: Noctuidae) e a lagarta do 

cartucho do milho Spodoptera frugiperda Smith (Lepidoptera: Noctuidae) são as 

principais pragas. Já durante a fase reprodutiva, o bicudo do algodoeiro 

Anthonomus grandis Boehman (Coleoptera: Curculionidae), a lagarta da maçã 

Heliothis virescens Fabricius (Lepidoptera: Noctuidae) e a lagarta rosada 

Pectinophora gossypiella Saunders (Lepidoptera: Gelechiidae) são as pragas 

dominantes, merecendo a maior atenção por parte dos produtores para o seu 

controle. Assim, há uma demanda por formas menos onerosas para controle de 

insetos-praga, mais eficientes e que causem menores danos ao meio-ambiente. 

Desde o início da década de 90, a biotecnologia permite a geração de 

plantas geneticamente modificadas expressando altos níveis de resistência 

específica a pragas primárias em diversas culturas (PERLAK et al., 1993). Até o 

momento, várias toxinas Bt expressas em culturas transgênicas foram 

selecionadas para controle de lepidópteros e coleópteros, possuindo toxicidade 

limitada sobre outras ordens de insetos (BERNAL et al., 2002). Uma das 

vantagens da adoção de plantas transgênicas é a elevada redução no uso de 

pesticidas químicos, provendo benefícios à saúde humana e ao meio-ambiente 
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(SHELTON et al., 2002). CATANNEO et al. (2006) relatam menor aplicação de 

inseticidas de amplo espectro em campos de algodão Bt expressando a toxina 

Cry1Ac, e maior produção de fibras nos EUA. MEN et al. (2003) observaram 

menor diversidade de pragas e outros artrópodes em campos de algodão Bt 

(Delta & Pine NuCOTN 33B, expressando Cry1Ac) aliado ao uso de pesticidas em 

relação a plantios convencionais na China. Isso devido, principalmente, à forte 

pressão de seleção da toxina expressa na planta, aliado ao uso de agroquímicos 

de amplo espectro. Assim, uma menor diversidade de pragas contribuiu para um 

decréscimo em populações de inimigos naturais, devido a fatores como 

mortalidade e migração. Efeitos mínimos são relatados na utilização da mesma 

variedade GM sobre comunidades de inimigos naturais em relação aos danos 

causados por inseticidas de amplo espectro (NARANJO, 2005). Isso porque a 

efetividade da variedade no controle de pragas primárias do algodão nos EUA 

diminuiu a necessidade das inúmeras aplicações de defensivos agrícolas. Na 

China, o plantio de algodão expressando a toxina Cry1Ac para controle de 

Helicoverpa armigera Hübner (Lepidoptera: Noctuidae) diminuiu a ocorrência 

desta praga em outras plantações, como milho e amendoim (WU et al., 2008). 

Em outras culturas, como a do milho Bt e da soja transgênica, o efeito 

sobre insetos não-alvo não é significativo (JASINSKI et al., 2003). Dessa forma, 

pragas não suscetíveis aos produtos dos transgenes e de importância secundária 

podem se alimentar em culturas GM, e com uso reduzido de pesticidas essas 

populações podem ser naturalmente reguladas por predadores e parasitóides 

(ASHOURI et al., 2001). 
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Em março de 2005, a CTNBio aprovou o cultivo e a comercialização do 

algodoeiro geneticamente modificado para resistência a insetos Bollgard I®, 

contendo a proteína Cry1Ac. O evento tem resistência a alguns dos principais 

insetos-praga da ordem Lepidoptera que afetam a cultura do algodão no Brasil, 

como o curuquerê-do-algodão (Alabama argillacea), a lagarta-rosada 

(Pectinophora gossypiella) e a lagarta-da-maçã (Heliothis virescens), embora não 

possua efeitos sobre outros insetos-praga, como A. grandis. Atualmente, o Brasil 

é o terceiro em maior área plantada com transgênicos, sendo que no mundo 

plantas GM expressando resistência contra insetos ou dupla resistência (contra 

insetos e herbicidas) respondem por cerca de 30% de área plantada com 

transgênicos, sendo o algodoeiro o terceiro mais cultivado (JAMES, 2007).  

 

1.1.1 Anthonomus grandis Boheman, 1843 

 O bicudo do algodoeiro A. grandis (Coleoptera: Curculionidae) é 

considerado a maior praga da cotonicultura no continente americano, provocando 

queda de botões florais e redução na qualidade das fibras. Originário da América 

Central, o inseto foi registrado nos Estados Unidos da América pela primeira vez 

em 1892, infestando toda a área sudeste do país em menos de 30 anos. 

Posteriormente, o bicudo do algodoeiro disseminou-se para a Venezuela em 1949 

e Colômbia, em 1950. O Brasil foi o último país americano a registrar a ocorrência 

desse inseto, em fevereiro de 1983, na região de Santa Bárbara do Oeste, São 

Paulo (LOZADA et al., 1987). Em 1985, o bicudo do algodoeiro já havia se 
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dispersado por cerca de 350 mil hectares de algodão, nos Estados de São Paulo, 

Paraíba, Pernambuco e Rio Grande do Norte.    

O ciclo de vida do bicudo do algodoeiro é relativamente curto. O processo 

de infestação tem início quando os botões florais do algodão atingem cerca de 6 

mm de diâmetro. Os ovos são elípticos e opacos, medem cerca de 1 mm e são 

ovipositados individualmente no interior de botões florais e maçãs, atingindo um 

total de até 300 por fêmea (LEONARD et al.,1999).  As larvas são 

curculioniformes, eclodindo entre três a cinco dias após a oviposição, 

alimentando-se por sete a 12 dias no interior de botões florais e maçãs, até o 

estádio de pupa. Após a emergência, os adultos alimentam-se por três a sete 

dias, até copularem e produzirem mais ovos, reiniciando o ciclo (Figura 1).  

Considerando que os adultos alimentam-se inserindo seu aparelho bucal 

em partes abaixo da superfície da planta, e que todo o desenvolvimento do inseto 

é endofítico, o bicudo do algodoeiro é considerado um dos insetos-praga de mais 

difícil controle (METCALF & METCALF, 1993). Entre as estratégias empregadas, 

destaca-se a utilização de inseticidas químicos, chegando a 17 aplicações em um 

ciclo de cultivo (OLIVEIRA et al., 2008), causando danos ao meio-ambiente e 

aumentando os custos de produção. A utilização de plantas de ciclo curto e 

agentes de controle biológico, como fungos entomopatogênicos (SILVA, 2001) e 

parasitóides (ARAÚJO & AZEVEDO, 1997) ainda é incipiente, embora possuam 

potencial como alternativa ao controle químico. Neste cenário, a utilização de 

plantas transgênicas expressando genes de resistência a insetos apresenta 

algumas vantagens, como redução de aplicações, tanto de agentes de controle 

químico como biológico, além de resistência durante todo o ciclo de produção.    



 

 

 

 

Figura 1: Ciclo de vida do bicudo do algodoeiro. Os ovos são individualmente 
depositados no interior de botões florais ou de maçãs. Após a eclosão, 
as larvas desenvolvem-se no interior da planta, até o estádio de pupa. 
Os adultos podem acasalar e ovipositar em apenas quatro dias após a 
emergência. (imagem adaptda de 
http://www.indea.mt.gov.br/html/internas.php?codigoPagina=62 acesso 
em 01/01/2009). 

 

 

22 

 

http://www.indea.mt.gov.br/html/internas.php?codigoPagina=62


23 

 

1.2 Bacillus thuringiensis Berliner 

O Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria de solo, anaeróbica facultativa, 

Gram-positiva e flagelada. As células medem entre 1 a 1,2 µm de largura e 3 a 5 

µm de comprimento, capazes de produzir um esporo por célula. Estes esporos 

são resistentes ao calor, dessecação e substâncias desinfetantes (RABINOVITCH 

et al., 2000), podendo permanecer no ambiente por longos períodos (SLEPECKY 

& LEADBETTER, 1983). Durante a etapa de esporulação, o Bt produz inclusões 

cristalinas protéicas contendo uma ou várias toxinas Cry (BENINTENDE & 

MARQUEZ, 1996), que possuem atividade inseticida. Estas inclusões se 

distinguem como cristais de formas definidas em microscópio de contraste de 

fases, e o diferenciam de outras espécies da família Bacillaceae (Figura 2). Além 

das δ-endotoxinas, que incluem as toxinas Cry e Cyt, o B. thuringiensis pode 

produzir outros fatores de entomotoxicidade, como α-exotoxinas, β-exotoxinas, 

hemolisinas, enterotoxinas, quitinases e toxinas Vip (HANSEN E SALAMITOU, 

2000), atuando ou não em sinergia com as toxinas Cry. 

As toxinas Cry contidas nesses cristais compreendem pelo menos 50 

subgrupos, com mais de 200 membros (BRAVO et al., 2005). Uma ou mais 

toxinas Cry podem estar contidas em um cristal protéico, os quais possuem 

formas variadas, podendo ser bipiramidais, esféricos, cubóides, romboidais, 

retangulares ou irregulares (MAAGD et al., 2003). Classicamente, as cepas de Bt 

são caracterizadas conforme a sorologia flagelar e às toxinas Cry produzidas 

(LECADET et al. 1999). 

 



 

Figura 2: Microscopia de contraste de fase demonstrando os esporos (campo 
claro) e os cristais de Bacillus thuringiensis. (imagem adaptada de 
http://www.biology.ed.ac.uk/research/groups/jdeacon/microbes/bt.htm 
acesso em 04/01/2009) 

 

Formulações microbianas contendo δ-endotoxinas de Bacillus thuringiensis 

têm sido utilizadas como uma alternativa a métodos convencionais de controle 

químico por quase 60 anos (ROMEIS et al., 2006), principalmente contra insetos 

da ordem Lepidoptera.  

Adicionalmente, B. thuringiensis sor. israelensis tem sido utilizado com 

sucesso no controle de mosquitos e borrachudos na África e em diversos países, 

como Alemanha, China, Peru, Indonésia, Equador e Brasil (RABINOVITCH et al., 

2000). A relativa popularidade da utilização de B. thuringiensis como agente de 

controle biológico advém de sua inocuidade a plantas e vertebrados, efeito não 

poluente ao meio ambiente e alta especificidade a insetos suscetíveis 

(WHITELEY & SCHNEPF, 1986).  Entretanto, as formulações à base de Bt 

possuem algumas limitações, como dificuldade de acesso a pragas que se 
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alimentam no interior das plantas, baixa persistência no campo e ação letal lenta 

em relação aos inseticidas químicos. 

Uma forma de contornar estes problemas é utilizar plantas GM 

expressando toxinas Cry. Até o momento, as toxinas Bt expressas em culturas 

transgênicas (Cry3A e vários tipos de Cry1) foram selecionadas para controle de 

lepidópteros e coleópteros, possuindo toxicidade limitada sobre outras ordens de 

insetos (BERNAL et al., 2002). Desde o final da última década, algodão, soja, 

milho, batata, arroz e outras importantes culturas estão sendo geneticamente 

modificadas para aumentar a resistência contra herbivoria de insetos (BELL et al., 

1999).  

  

1.2.1 Toxinas Cry 

 As toxinas Cry, assim como as estirpes de Bt que as produzem, 

apresentam um espectro muito restrito de toxicidade, afetando poucas espécies 

dentro de uma Ordem. Até o momento, já foram descritas toxinas ativas contra 

insetos das Ordens Diptera, Coleoptera, Lepidoptera e Hymenoptera (GOMEZ et 

al., 2007), além de nematóides (WEI et al., 2003). A viabilidade de sua utilização 

para fins agronômicos e em saúde pública teve como resultado um grande 

número de estirpes isoladas e caracterizadas, sendo que mais de 140 seqüências 

de toxinas Cry, classificadas conforme as seqüências de aminoácidos, estão 

depositadas no sítio http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/.  

http://www.lifesci.sussex.ac.uk/home/Neil_Crickmore/Bt/
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 A maior parte das toxinas possui cinco blocos de aminoácidos conservados 

na sua estrutura primária (MAAGD et al., 2001), sugerindo sua importância na 

estabilidade e função da proteína. De forma geral, as toxinas Cry podem ter 

apenas um dos dois tamanhos: entre 130 e 140kDa, ou cerca de 70kDa, sendo 

que os blocos conservados estão presentes na metade N-terminal das toxinas 

maiores, enquanto a parte C-terminal constitui um domínio de protoxina não 

presente nas toxinas menores (PIGGOT & ELLAR, 2007). 

 A estrutura tridimensional de oito toxinas Cry foi resolvida por cristalografia 

e difração de raios-X: Cry1Aa (GROCHULSKI et al., 1995), Cry1Ac (LI et al., 

2001), Cry2Aa (MORSE et al., 2001), Cry3Aa (LI et al., 1991), Cry3Ba (GALITSKY 

et al., 2001), Cry4Aa (BOONSERM et al., 2006), Cry4Ba (BOONSERM et al., 

2005) e Cry8Ea1 (GUO et al., 2008). Apesar das diferenças entre as seqüências 

de aminoácidos, todas elas apresentam uma estrutura comum, formada de três 

domínios (Figura 3). O domínio I é constituído por seis α-hélices anfipáticas (α-1, 

α-2, α-3, α-4, α-6 e α-7) circundando uma hélice central (α-5). O domínio II possui 

três folhas β-antiparalelas formando um β-prisma. O domínio III é formado por 

duas folhas β antiparalelas, forma um β-sanduíche e possui similaridade a 

moléculas capazes de ligação a carboidratos (PIGGOT & ELLAR, 2007), estando 

relacionado à estabilidade da toxina. O papel de cada um destes domínios está 

descrito com mais detalhes no próximo item. 

 

 

 



 

 

Figura 3: Estruturas das toxinas Cry1Aa, Cry2Aa, Cry3Aa e Cry4Ba, resolvidas 
por cristalografia e difração de raios-X. Os domínios I, II e III estão 
representados em vermelho, azul e verde, respectivamente. Em 
amarelo, o domínio N-terminal da protoxina Cry2Aa. PIGGOT & 
ELLAR, 2007. 
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1.2.2 Mecanismo de ação das toxinas Cry 

O mecanismo de ação das proteínas Cry é um processo que pode ser 

dividido em diferentes etapas. Em um primeiro momento, ocorre a solubilização 

dos cristais no intestino dos insetos, devido ao pH alcalino, e, conseqüentemente, 

a liberação de protoxinas. Essas protoxinas são, então, ativadas por proteases 

existentes no intestino médio dos insetos pela clivagem das porções N-terminal e 

C-terminal da proteína, liberando um monômero de aproximadamente 60-70 kDa 

(GROCHULSKI et al., 1995). Em Lepidópteros, as principais enzimas digestivas 

envolvidas na clivagem das proteínas Cry são as proteases serínicas, como a 

tripsina e a quimiotripsina (SCHNEPF et al., 1998) e em coleópteros, as proteases 

cisteínicas e aspárticas (MAAGD et al., 2001). O monômero se liga, então, a 

receptores específicos presentes na região apical da membrana das células do 

intestino médio do inseto (BRAVO et al., 2002). No caso das toxinas Cry1A, foram 

descritos pelo menos cinco diferentes receptores: proteínas tipo caderinas, 

aminopeptidases, além de uma fosfatase alcalina e duas proteínas não-

caracterizadas, P252 e um glicoconjugado de 270kDa (BTR-270) (GARNER et al., 

1999; INGLE et al., 2001; HARA et al., 2003; HOSSAIN et al., 2004; BUDATHA et 

al., 2007; GOMEZ et al., 2007) (Figura 4). Outros receptores descritos incluem um 

glicolipídeo em Caenorhabditis elegans Maupas (Nematoda: Rhabditidae) capaz 

de ligação a Cry5B (GRIFFITTS et al., 2005),  e uma ADAM metaloprotease de 

Leptinotarsa decemlineata Say (Coleoptera: Chrysomelidae) como receptor para 

Cry3Aa (OCHOA-CAMPUZANO et al., 2007), o único descrito em coleópteros.  

 



 
Figura 4: Moléculas receptoras das proteínas Cry1A. CADR, receptor tipo 

caderina; APN, Aminopeptidase N; ALP, Fosfatase Alcalina; GCR, 
receptor glicoconjugado. (BRAVO et al., 2007). 

 

 

Em Manduca sexta L. (Lepidoptera: Sphingidae), as toxinas Cry1A se ligam 

a proteínas do tipo caderina (Bt-R1) de 210 kDa e  a uma aminopeptidase N 

(APN) de 120 kDa (VADLAMUDI et al., 1995; LORENCE et al., 1997). Estudos de 

interação e especificidade das toxinas Cry com estes receptores revelaram 

diferenças de afinidade de ligação, sugerindo que o primeiro evento de interação 

da toxina com as microvilosidades da membrana é a ligação do domínio II da 

toxina ativa à caderina Bt-R1. Esta ligação provoca uma mudança 

conformacional, facilitando a clivagem de uma α-hélice (α-1) do domínio I, levando 

à formação de uma estrutura oligomérica conhecida como pré-poro (BRAVO et 

al., 2004; RAUSELL et al., 2004). Este oligômero se liga, então, a uma 

aminopeptidase, ancorada na membrana por meio de glicosilfosfatidilinositol 

(GPI), que direciona o complexo para a membrana, causando a inserção e 

subseqüente formação do poro (BRAVO et al., 2004) (Figura 5). 
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Figura 5: Modo de ação das toxinas Cry – modelo da formação de poro: (1) 
Solubilização e ativação da toxina; (2) Ligação da toxina Cry 
monomérica no primeiro receptor (Caderinas ou Glicoconjugado), 
mudança da conformação e clivagem da α-hélice 1; (3) Formação do 
oligômero; (4) Ligação da toxina oligomérica ao segundo receptor (GPI-
Aminopeptidase ou GPI-Fosfolipase). Ocorre uma mudança da 
conformação e a toxina assume um estágio globular; (5) Inserção da 
toxina na membrana e formação do poro. (BRAVO et al., 2007).  

 
 

 

Dois modelos de inserção de toxinas Cry1A na membrana são propostos. 

O primeiro deles, o modelo ‘canivete’, sugere que duas das hélices do domínio I, 

afastadas da membrana, girariam do topo do complexo pré-poro e seriam 

inseridas na membrana (KNOWLES, 1994). No segundo modelo, denominado 

‘guarda-chuva’, um par de hélices do domínio I, perto da membrana, seria inserido 

na membrana, enquanto as demais seriam rearranjadas de forma aberta (GAZIT 

& SHAI, 1995; GAZIT et al., 1998). Entretanto, atualmente foi demonstrado que 

todos os domínios das toxinas Cry1A inserem-se na membrana (NAIR & DEAN, 

2008). 

Experimentos de proteção osmótica demonstraram que, após se unirem ao 

receptor e se inserirem na membrana, as proteínas Cry formam poros com um 

diâmetro de 1 a 2 nm. Assim, as células epiteliais morrem por inativação do 

sistema que mantém o gradiente de pH e por citólise osmótica (KNOWLES & 

ELLAR, 1987). O citoplasma adquire então um pH alcalino, interferindo no 
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metabolismo celular normal e, conseqüentemente, destruindo o epitélio intestinal. 

Uma vez destruídas as células colunares e caliciformes, os esporos de B. 

thuringiensis têm acesso à hemolinfa, causando a morte das larvas por inanição e 

septicemia. 

Este modelo de toxicidade proposto foi validado recentemente por 

SOBERÓN et al. (2007).  A importância da interação seqüencial foi observada 

quando a toxicidade de Cry1Ab e Cry1Ac contra Manduca sexta foi drasticamente 

reduzida pelo silenciamento do gene para o receptor do tipo caderina BT-R1. 

Entretanto, utilizando toxinas modificadas sem a hélice α-1 do domínio I, as 

mesmas voltaram a ser ativas. Isto demonstra que (I) a toxina age de modo 

seqüencial; (II) a ligação a BT-R1, que promove a retirada da hélice α-1, facilita a 

oligomerização da toxina e (III) o segundo receptor, APN, tem grande importância 

na toxicidade.   

No entanto, um segundo modelo de ação destas toxinas, proposto por 

ZHANG et al. (2006), sugere a interação entre Cry1Ab monomérica e BT-R1 

como suficiente para ativação de um sinal para morte celular via uma cascata 

Mg2+ - dependente. Neste modelo, a interação toxina-receptor causa um estimulo 

à proteína G e à adenilil ciclase, causando aumento de AMP cíclico e ativação de 

proteína kinase A, levando à desestabilização do citoesqueleto e canais iônicos e 

conseqüente morte celular (Figura 6). Embora controverso, este modelo foi 

validado com experimentos demonstrando a correlação direta entre a quantidade 

do primeiro receptor (BT-R1) com a toxicidade (ZHANG et al., 2008).  

 



 

Figura 6: Modo de ação das toxinas Cry – modelo da transdução de sinal. A 
toxina Cry interage com a região de ligação (TBR) do receptor (BT-R), 
estimulando a proteína G e adenilil ciclase, promovendo cAMP 
intracelular. Assim, a ativação da proteína kinase A (PKA) desestabiliza 
o citoesqueleto e canais iônicos, levando à morte celular. Adaptado de 
ZHANG et al. (2006). 

 

  Enquanto o modo de ação das toxinas Cry1A é amplamente estudado, 

pouco se sabe comparativamente sobre as outras famílias de toxinas. A validação 

dos receptores geralmente é feita pela expressão do gene candidato em insetos 

ou células não suscetíveis (JURAT-FUENTES & ADANG, 2006), ou por 

silenciamento gênico (SIVAKUMAR et al., 2007). Na maioria dos casos, as 

caderinas clonadas e expressadas em células de cultura conferem suscetibilidade 

à família Cry1A. Entretanto, o papel dos outros receptores descritos no 

mecanismo de ação de outras toxinas Cry continua desconhecido.  
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1.3 Justificativa 

A maior ameaça ao uso de toxinas Cry é o desenvolvimento de resistência 

nos insetos. Os mecanismos mais freqüentes de resistência a toxinas Cry são 

defeitos nas interações toxina-receptores (FERRÉ & VAN RIE, 2002). A 

caracterização de moléculas de receptores em diferentes insetos-praga é vital 

para entender o modo de ação destas toxinas. A partir do isolamento e 

caracterização do gene cry8Ka1 da cepa B. thuringiensis, linhagem S811, que 

codifica uma toxina com potencial para controle de A. grandis, uma biblioteca de 

genes recombinados foi desenvolvida por meio do uso das técnicas DNA shuffling 

e Phage display. Uma seleção permitiu o isolamento de mutantes melhorados, 

expressando toxinas altamente ativas contra o bicudo do algodoeiro (OLIVEIRA et 

al., em preparação). Uma das toxinas que apresentou maior porcentagem de 

mortalidade em bioensaios contra larvas de bicudo, denominada Cry8Ka5, foi 

utilizada para a identificação e caracterização de prováveis receptores. 

A identificação destes receptores contribuirá no desenvolvimento de 

estratégias para lidar com o problema potencial de resistência e no 

desenvolvimento de novas toxinas com alta especificidade. 

 

1.4 Hipótese 

A toxina Cry8Ka5 possui um mecanismo de ação desencadeado por 

receptores protéicos presentes em membranas celulares no intestino de A. 

grandis.   
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2. OBJETIVO 

Identificar prováveis receptores de A. grandis para toxinas Cry de Bacillus 

thuringiensis. 

 

2.1 Estratégias utilizadas 

- Visualização de prováveis receptores utilizando ensaios de ligação de toxinas 

marcadas a proteínas presentes no intestino de A. grandis previamente 

separadas por eletroforese unidimensional e bidimensional. 

- Identificação das proteínas ligantes por espectrometria de massa. 

- Bloqueio in vivo dos prováveis receptores, visando validar o papel funcional 

destas proteínas na toxicidade de δ-endotoxinas contra A. grandis. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Insetos 

Os insetos utilizados neste trabalho foram provenientes de colônias 

estabelecidas no Laboratório de Insetos da Embrapa – Recursos Genéticos e 

Biotecnologia.  

Os animais são criados em dieta artificial (Agar 2%, Levedo de cerveja 

2,72%, proteína de soja 4,48%, gérmen de trigo 2,72%, Pharmamedia 2%, ácido 

sórbico 0,1%, ácido ascórbico 0,9%, glicose 2,72%, Nipagin® 0,08%, sais 

minerais 0,05% e solução vitamínica 0,45%), a 28 °C, 70% de umidade relativa 

(U.R.) e fotoperíodo de 12h. Os ovos de A. grandis são espalhados na dieta e ao 

eclodir, as larvas desenvolvem-se até a emergência. Os adultos são coletados e 

transferidos para gaiolas destinadas à copulação e oviposição. Os ovos são 

coletados, esterilizados e espalhados novamente na dieta, conforme MONNERAT 

et al. (2000). 

 

3.2 Produção, ativação e avaliação da toxina Cry1Ac 

A protoxina Cry1Ac (PM=~130 kDa) foi obtida por expressão heteróloga em 

Escherichia coli ECE53, transformada com o plasmídeo recombinante pOS4201, 

contendo o gene cry1Ac de Bacillus thuringiensis var. kurstaki HD73.  
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As células foram crescidas em meio Luria-Bertani (LB) líquido (NaCl 1%,  

Extrato de  levedura 0,5%,  triptona 1%, pH 7,0) contendo ampicilina (1 μg/ml), a 

37 °C, 175 rpm. Como indutor de expressão foi utilizado 1 mM de isopropil-1-tiol-

β-D-galactopiranosídeo (IPTG), após a D.O.600=0,8. Após 72h de indução, as 

células foram coletadas por centrifugação (20 min, 10 ºC, 4500g) e o pellet 

ressuspendido em tampão de lise (15% sacarose, 2 mg/mL lisozima, 50 mM 

EDTA, 50mM Tris - HCl, pH 8,0) por 12h a 4 °C. A suspensão foi sonicada em 

gelo (5x300s, ciclo de 70%) e centrifugada por 15min, 4 ºC, 10000g. O pellet foi 

então lavado por centrifugação (10000g, 30min, 4 °C) três vezes em 30 mL de 

solução de NaCl 0,5 M contendo  Triton X-100 2%, cinco vezes em 30 mL de 

NaCl 0,5 M e duas vezes em 30 mL de água destilada.  

Os corpos de inclusão contendo a protoxina Cry1Ac foram solubilizados em 

tampão de solubilização (Ditiotreitol 10 mM, carbonato de sódio 50 mM, pH 10,5) 

por 2h a 37 °C e dializados contra água. A protoxina foi ativada com tripsina 1:50 

(m:m) a 37 °C por 18h. A proteólise foi parada com 1 mM Fenil-metil-sulfonil-

fluoreto (PMSF) e a quantificação de proteínas feita pelo método de BRADFORD 

(1976). A ativação de Cry1Ac foi monitorada em géis de poliacrilamida 10% 

(SDS–PAGE) (LAEMMLI, 1970) corado com Coomassie Brilliant Blue R250. 

A Cry1Ac ativada foi avaliada quanto à toxicidade por bioensaios seletivos 

contra Anticarsia gemmatalis Hübner (Lepidoptera: Noctuidae), inseto suscetível a 

esta toxina. Foram feitos dois tratamentos: (i) controle negativo (água) e (ii) 50 µg 

da toxina ativada sob dieta artificial cortada em cubos de 1 cm3. O bioensaio foi 

feito com 20 larvas por tratamento, com quatro repetições de cada. 
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3.3 Produção e purificação da toxina Cry8Ka1 

 O gene que codifica a toxina Cry8Ka1 foi isolado a partir da cepa S811 de 

B. thuringiensis do Banco de Linhagens da Embrapa Recursos Genéticos e 

Biotecnologia, inserido no vetor bacteriano pET Directional TOPO cloning 

(Invitrogen) e introduzido por choque térmico em E. coli BL21(De) Star (Invitrogen) 

(MAGALHÃES, 2006). Essa toxina possui atividade moderada contra A. grandis, 

servindo como um modelo para os estudos de interação toxina-receptor.  

 Para expressão da toxina, células contendo o plasmídeo codificando o gene 

para Cry8Ka1 foram crescidas a 37 °C, 200 rpm, em meio líquido LB/ampicilina 

(1μg/ml) até D.O.600=0,6-0,8. A indução da expressão foi feita com IPTG 1 mM, 

por 12h, 37 °C, 200 rpm. As células foram coletadas por centrifugação (20min, 10 

ºC, 4500g), ressuspendidas com tampão de lise (12h, 4 °C) e sonicadas em gelo 

por três ciclos de um minuto, com intervalos de um minuto. O sobrenadante foi 

submetido à cromatografia de afinidade utilizando 10 mL de resina de níquel-

ácido nitriloacético (Ni-NTA – QIAGEN), com fluxo de 1 mL/min. A etapa de 

equilíbrio foi feita com cinco volumes de tampão A (NaCl 0,3 M, imidazol 10 mM, 

Na2HCO3 0,1 M, NaH2CO3 0,1 M,  pH 8,5). O sobrenadante obtido a partir do 

lisado celular foi introduzido na coluna e a fração não-retida lavada com tampão B 

(NaCl 0,3 M, imidazol 20 mM, Na2HCO3 0,1 M, NaH2CO3 0,1 M,  pH 8,5). Após a 

lavagem, a toxina foi eluída com tampão C (NaCl 0,3 M, imidazol 250 mM, 

Na2HCO3 0,1 M, NaH2CO3 0,1 M,  pH 8,5). As frações foram coletadas em volumes 

de 1 mL e a eluição da toxina monitorada espectrofotometricamente em placas de 

ELISA contendo 10 µL de cada amostra em reagente de Bradford 21,05% por 

poço. 
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Após a cromatografia de afinidade, as frações contendo Cry8Ka1 foram 

concentradas por centrifugação a 2500g por 30min utilizando Centricon® 

(Millipore) com limite de exclusão de 30 kDa e submetidas à cromatografia de 

exclusão molecular. Para tal, foi utilizada uma coluna de 100 cm x 2 cm contendo 

280 mL de resina Sephacryl™ S-200 (GE Healthcare). A resina foi equilibrada 

com NaHCO3 0,1 M, pH 8,0 e cada purificação foi feita a partir de 5 mL da toxina a 

2 mg/mL, com fluxo constante de 1 mL/min. As frações foram coletadas em 

alíquotas de 3 mL e o material eluído monitorado em um fotômetro a 280 nm. O 

intervalo de eluição da toxina pura foi detectado com 15 µL de cada alíquota em 

SDS-PAGE 10% corado com nitrato de prata. 

 

3.4 Produção e purificação da toxina Cry8Ka5 

 A toxina Cry8Ka5 é uma variante da toxina Cry8Ka1 de B. thuringiensis 

linhagem S811, obtida a partir de mutações pela técnica de DNA Shuffling. Este 

mutante apresenta toxicidade superior à selvagem contra larvas de A.grandis 

(OLIVEIRA et al., em preparação), sendo por isto selecionada para este trabalho.  

 A produção de Cry8Ka5 foi feita por expressão heteróloga em Escherichia 

coli BL21(DE3) contendo o gene mutante inserido em plasmídeo pET101/D TOPO 

(Invitrogen). As células foram crescidas em placas de Petri contendo meio 

LB/ampicilina por 12h, 37 °C. Uma colônia foi transferida para Erlenmeyer 

contendo meio LB líquido/ampicilina 1 μg/mL e crescida a 37 °C, 200 rpm, até 

D.O.600=0,8. A expressão da toxina foi então induzida com IPTG 0,5 mM por seis 

horas. 
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 A coleta e lise das células, bem como purificação por cromatografia de 

afinidade utilizando resina Ni-NTA (QIAGEN) foram feitas da mesma forma 

descrita acima para Cry8Ka1 selvagem. As frações de Cry8Ka5 coletadas após a 

cromatografia de afinidade foram concentradas por centrifugação a 2500g por 

30min utilizando Centricon® (Millipore) com limite de exclusão de 30 kDa e 

submetidas à cromatografia de exclusão molecular. A coluna, resina, tampão e 

monitoramento da eluição foram feitos da mesma forma utilizada para purificação 

de Cry8Ka1. 

  

 

3.5 Marcação das toxinas com biotina 

 As toxinas Cry1Ac, Cry8Ka1 e Cry8Ka5 foram marcadas com biotina 

utilizando o EZ-Link® Sulfo-NHS-Biotinylation Kit (Pierce). A biotina é ligada à N-

Hidroxisuccinamida (NHS), que reage com grupos amino primários das proteínas. 

Assim, as proteínas marcadas com biotina via NHS podem ser detectadas com 

sondas de estreptavidina ou avidina. A biotina foi adicionada em soluções de 

toxina na proporção 20:1 (M:M) e incubadas em temperatura-ambiente por 1h. O 

excesso de biotina foi retirado utilizando uma coluna para dessalinização (Zeba™ 

Desalt Spin Column, Pierce).  
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3.6 Extração de proteínas do intestino de larvas de A. grandis 

As proteínas periféricas do epitélio intestinal “Brush Border Membranes 

Vesicles” (BBMV) do bicudo do algodoeiro foram extraídas por precipitação 

diferencial com cloreto de magnésio, segundo WOLFERSBERGER et al. (1987). 

Larvas de 3° instar foram anestesiadas em gelo e as cabeças retiradas com a 

ajuda de uma pinça. Os intestinos foram limpos em solução de NaCl 0,9%, 

congelados em nitrogênio líquido e macerados em dez volumes (m:v) de tampão 

MET (manitol 250 mM, EGTA 5 mM, Tris-HCl 17 mM, pH 7,5). Após três minutos 

em gelo, foram adicionados mais dez volumes de uma solução de  MgCl2 24 mM. 

A suspensão foi centrifugada a 2500g por 15min e o sobrenadante submetido à 

ultracentrifugação a 30000g por 30min, 4 °C. O pellet resultante, contendo 

proteínas periféricas do epitélio intestinal de A. grandis, foi ressuspendido em 

HEPES 10 mM (pH 7,4) e armazenado a -80 °C. 

 

3.7 Ligação das toxinas a proteínas do intestino de A. grandis em condições 

desnaturantes 

 A identificação de prováveis receptores de A. grandis para toxinas Cry em 

condições desnaturantes foi feita utilizando métodos de ligação toxina-ligante 

após SDS–PAGE e eletroforese bidimensional.  

 Para os experimentos em SDS-PAGE, 15 μg de BBMV de A. grandis foram 

submetidos à eletroforese e transferidos para membranas de polifluoreto de 

vinilideno (PVDF). As transferências foram feitas em sistema úmido a 100 V por 
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1h, 4 °C em tampão de transferência (metanol 20%,  glicina 192 mM, Tris-HCl 24 

mM, pH 8,8). As membranas foram coradas com rouge-ponceau para confirmar 

transferência e bloqueadas em tampão de bloqueio (PBS, glicerol 5%, leite em pó 

desnatado 5%, Tween20 0,05%) por 1h à temperatura-ambiente. Após o bloqueio, 

as membranas foram incubadas por 12h, 4 °C em uma das quatro soluções: (i) 

tampão de bloqueio (controle negativo), (ii) tampão de bloqueio contendo 100 

ng/mL Cry1Ac biotinilada, (iii) tampão de bloqueio contendo 100 ng/mL Cry8Ka5 

biotinilada ou (iv) tampão de bloqueio contendo 100 ng/mL Cry8Ka1 selvagem 

biotinilada. As membranas foram lavadas em PBS e incubadas com 

estreptavidina/peroxidase (1:1500) por 2h, a 37 °C. Após lavagem, as membranas 

foram reveladas em tampão Tris-HCl 0,1 M, pH 8,0, contendo  do cromógeno 3,3-

diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB) 0,1%, imidazol 0,1% e H2O2 0,05%. 

 A eletroforese bidimensional das BBMV de A. grandis foi feita utilizando 

strips Immobiline DryStrip 18 cm, pH 3-10. Para cada strip, 700 µg de material 

foram precipitados com ácido tricloacético (TCA) na concentração final de 10%. A 

solução foi incubada em gelo por 1h e centrifugada a 10000g por 10min. O 

sobrenadante foi descartado e a fração insolúvel lavada três vezes com acetona. 

Após secar sob temperatura ambiente, os pellets foram ressolubilizados em 350 

µL de solução de re-hidratação (Uréia 8 M, tiouréia 2 M, CHAPS 20 mg/mL, DTT 

10 mg/mL, IPG Buffer 3-10 5 µL/mL, azul de bromofenol 0,05%). O material 

resultante, contendo as proteínas do intestino médio de A. grandis, foi utilizado 

para a etapa de re-hidratação das strips, por 12h, sob temperatura ambiente. A 

focalização isoelétrica foi feita conforme a Tabela 1 no aparelho Ettan IPGphor 3. 
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Tabela 1: Condições eletroforéticas utilizadas para focalização isoelétrica de 
BBMVs de A. grandis em strips Immobiline DryStrip 18 cm. 
V=voltagem; Vh=Volts/hora 

Passo V tempo Vh 
Constante 500 1h 500 
Gradiente 1000 1h 800 
Gradiente 10000 3h 16500 
Constante 10000 35min 6200 
Constante 300 1h 300 

 

 

Após a focalização isoelétrica, as strips foram equilibradas por 15min em 

tampão de equilíbrio (Uréia 6 M, glicerol 30%, SDS 2%, azul de bromofenol 

0,002%,  Tris-HCl 75 mM, pH 8,8) contendo10 mg/mL DTT e 15min em tampão 

de equilíbrio contendo 25 mg/mL iodoacetamida. As strips foram lavadas com 

tampão de corrida e a segunda dimensão feita em SDS-PAGE 10% no sistema 

Ettan DALT (Figura 7), com uma pré-corrida a 2 W/gel por 45min e então 17 

W/gel por 4h, a 15 °C. Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250 

e analisados com o programa ImageMaster 2D Platinum (GE). 

 



 

Figura 7: Equipamentos utilizados para eletroforese bidimensional de proteínas 
do intestino de A. grandis. A) Ettan IPGphor 3, utilizado para 
focalização isoelétrica. B) sistema Ettan DALT, utilizado para a 
segunda dimensão (SDS-PAGE). 

 

A transferência dos géis foi feita em sistema semi-seco, a 25 V por 2h para 

membranas de PVDF. O bloqueio, incubação com toxinas e revelação foram 

feitos da mesma forma descrita acima para a eletroforese unidimensional. Os géis 

não submetidos à transferência foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-

250. 

 

3.8 Identificação das proteínas ligantes por espectrometria de massa 

 As bandas (SDS-PAGE) ou spots (2DE) correspondentes às proteínas 

capazes de ligação às toxinas Cry foram retiradas manualmente dos géis e 

descoradas em solução de acetonitrila 50% em  NH4HCO3 25 mM. Os fragmentos 

dos géis foram desidratados com acetonitrila 100% e secados a vácuo.  As 
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proteínas foram reduzidas com DTT 10 mM em NH4HCO3 25 mM por 30min, 56 

°C. A alquilação foi feita em iodoacetamida 55 mM em  NH4HCO3 25 mM por 

20min, sob temperatura ambiente no escuro. Os géis foram novamente secados 

em acetonitrila 100% e reidratados com solução de tripsina (10 µg/mL) em 50 mM 

NH4HCO3 por 12h, a 37 °C. Após a incubação, a solução foi recolhida e os 

peptídeos extraídos dos géis com solução de acetonitrila 50% / ácido 

trifluoroacético 5% (TFA) / NH4HCO3 50 mM. A solução foi secada a vácuo para 

um volume de cerca de 10 µL e dessalinizada utilizando ZipTips® C18(Millipore). 

 Todas as amostras foram submetidas à técnica de Peptide Mass 

Fingerprinting (PMF) via MALDI-TOF para averiguar a qualidade da digestão. Os 

dados obtidos por esta técnica foram avaliados utilizando o programa MASCOT 

(http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=PMF) 

contra as bases de dados MSDB, Swissprot e NCBInr.  

 Os produtos de digestão de géis unidimensionais foram analisados em um 

Q-TOF Micro da Waters (voltagem capilar= 3500 V; voltagem do cone= 30 V) com 

fonte de ionização eletrospray, calibrado na região de massa/carga (m/z) de 50 a 

2000 Da utilizando ácido fosfórico. A separação dos peptídeos por cromatografia 

líquida foi feita no aparelho Nano Acquity Ultra Performance LC (Waters) 

equipado com as colunas Symmetry C18 e BEH 130-C18 (Waters), em gradiente 

linear 0 – 90% acetonitrila em ácido fórmico 0,1%. Os dados espectrométricos 

foram coletados para peptídeos com m/z entre 400-2000 Da (tempo de 

escaneamento=1s; intervalo entre escaneamentos=0,1s). Os espectros MS/MS 

foram interpretados automaticamente utilizando o programa MassLynx 4.0 

(Waters). 

http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=PMF
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 Os peptídeos provenientes dos spots dos géis bidimensionais foram 

analisados via MALDI-TOF/TOF Autoflex II (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) 

operando com laser na freqüência de 50 Hz no modo refletor. Os parâmetros de 

voltagem para MS foram ajustados como IS1 19 kV, IS2 16,8 kV, lentes 8 kV, 

Refletor 20 kV, Refletor2 9,54 kV. A calibração externa foi feita com uma mistura 

de peptídeos contendo ACTH (1-24), ACTH (28-39), Somatostatina, Angiotensina 

I e Angiotensina II (Sigma), com aquisição de massa entre 300 e 3200 Da. As 

análises MS/MS foram feitas no modo refletor LIFT. Os parâmetros de voltagem 

foram IS1 6 kV, IS2 5,3 kV, lentes 3,15 kV, Refletor 23,5 kV, Refletor2 9,7 kV, 

LIFT1 19 kV e LIFT2 4 kV, com aquisição de massa entre 40 e 2400 Da. As listas 

de picos foram geradas utilizando o programa FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics). 

Em todas as análises espectrais foi considerada oxidação parcial ou total de 

metionina e carbamidometilação de cisteínas. 

 As seqüências derivadas dos peptídeos foram analisadas com o 

programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1997), utilizando o algoritmo BLASTp na 

base de dados de seqüências de proteínas não-redundantes (NCBInr), disponível 

no endereço eletrônico http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi.   As 

seqüências também foram alinhadas pelo “CLUSTALW” 

(http://www2.ebi.ac.uk/clustalw/) (THOMPSON et al., 1994). 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi
http://www2.ebi.ac.uk/clustalw/
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3.9 Bioensaios com A. grandis 

Os bioensaios seletivos foram realizados segundo DIAS et al. (2000), 

incorporando-se as toxinas em 5 mL de dieta artificial (a ~50°C), vertida em placas 

de células de 6 poços NUNC™.  

Após solidificação da dieta, foram feitos 12 orifícios de aproximadamente 0,6 

mm2, onde as larvas neonatas (uma por orifício) foram inseridas e mantidas a 27 °C 

(±1), 80 % de UR, 14h de fotoperíodo, sendo realizada a leitura do ensaio no quarto 

dia. Foram feitos quatro tratamentos: (i) controle negativo (água); (ii) Cry1Ac (160 

µg); (iii) Cry8Ka5 (160 µg); e (iv) Cry1Ac (160 µg) e Cry8Ka5 (160 µg). 

Os tratamentos foram repetidos seis vezes, com doze larvas por repetição. A 

análise estatística foi feita com o auxílio do programa SigmaStat, versão 3.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 RESULTADOS  

4.1 Produção das toxinas 

4.1.1 Produção, ativação e avaliação da toxina Cry1Ac 

A protoxina Cry1Ac foi expressa em sistema heterólogo E. coli e ativada 

com tripsina. O fragmento tóxico resultante, de cerca de 65 kDa (Figura 8), se 

mostrou ativo contra larvas de A. gemmatalis, com índice de mortalidade de 93.0 

± 6.7% no tratamento com 50 µg de toxina, comparado com 8.0 ± 4.5% de 

mortalidade no controle ( calct = 18.22; P< 0.0001). Com a atividade confirmada, a 

toxina ativa poderia ser utilizada nos ensaios de ligação e nos bioensaios sem 

depender de enzimas proteolíticas do bicudo do algodoeiro.   

 

 

Figura 8: SDS – PAGE 10% da expressão e ativação da toxina Cry1Ac com 
tripsina. A toxina foi expressa em E. coli na forma inativa de 130 kDa. 
Os corpos de inclusão foram solubilizados em pH alcalino e a toxina foi 
ativada com tripsina bovina. 1) 100 µg da toxina inativa; 2) 50 µg da 
toxina inativa; 3) 100 µg da toxina ativada e 4) 50 µg da toxina ativada. 
Marcador BenchMark™ 10748-010. 
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4.1.2 Produção e purificação de Cry8Ka1 

 A toxina recombinante Cry8Ka1, obtida por expressão heteróloga em E. 

coli, foi purificada com duas etapas cromatográficas. Na primeira delas, utilizando 

cromatografia de afinidade, a toxina eluiu nas frações 9 a 26 (Figura 9) com 

poucos contaminantes. Estas frações foram misturadas e concentradas por 

centrifugação utilizando Centricon® para um volume final de 5 mL. Os 

contaminantes foram então removidos por cromatografia de exclusão molecular 

em resina Sephacryl S-200, que apresentou dois picos majoritários (Figura 10). O 

intervalo de eluição da toxina pura, nas frações 20 a 29, foi detectado em géis de 

poliacrilamida corados com nitrato de prata (Figura 11). 

 

Figura 9: Primeira etapa para purificação da toxina Cry8Ka1, utilizando 
cromatografia de afinidade Ni-NTA. A toxina foi expressa em E. coli, as 
células foram lisadas e o extrato contendo Cry8Ka1 utilizado nesta 
cromatografia. As setas indicam o intervalo em que a toxina é eluída 
com imidazol 250 mM. 
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Figura 10: Segunda etapa de purificação de Cry8Ka1, utilizando cromatografia de 
exclusão molecular (Sephacryl S-200) em tampão NaHCO3 0,1 M. 
Após a cromatografia de afinidade com resina Ni-NTA, a toxina foi 
concentrada e aplicada na coluna de exclusão molecular. As setas 
indicam o intervalo de eluição da toxina. 
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Figura 11: Análise da purificação de Cry8Ka1 por SDS-PAGE 10%. A toxina 
passou por duas etapas cromatográficas. A) o material inicial; B) 
toxina Cry8Ka1 após purificação em cromatografia de afinidade Ni-
NTA e C) toxina Cry8Ka1 após passar pelo segundo passo 
cromatográfico (Exclusão molecular em Sephacryl S-200). A e B 
foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-250, e C foi corado 
com prata, demonstrando a pureza da toxina. As setas indicam a 
posição da banda correspondente à toxina. 

 

 

4.1.3 Produção e purificação de Cry8Ka5 

 A toxina Cry8Ka5 foi purificada seguindo as mesmas etapas 

cromatográficas de Cry8Ka1. Após a lise das células contendo Cry8Ka5, o 

material foi submetido à cromatografia de afinidade e a toxina eluiu nas frações de 

12 a 25 (Figura 12), que foram agrupadas e concentradas como para a toxina 

Cry8Ka1. Posteriormente, os contaminantes foram removidos por cromatografia 
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de exclusão molecular utilizando a resina Sephacryl S-200. A toxina eluiu nas 

frações 26 a 37 (Figura 13), com alto grau de pureza, como visualizado em SDS-

PAGE 10% corado com nitrato de prata (Figura 14).  

 

 

Figura 12: Purificação de Cry8Ka5, utilizando cromatografia de afinidade Ni-NTA. 
A toxina recombinante foi expressa em E. coli, as células foram lisadas 
e o extrato contendo Cry8Ka5 utilizado nesta cromatografia. As setas 
indicam o intervalo em que a toxina é eluída com imidazol 250 mM. 
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Figura 13: Etapa de polimento da toxina Cry8Ka5, utilizando cromatografia de 
exclusão molecular (Sephacryl S-200). Após a cromatografia de 
afinidade com Ni-NTA, a toxina foi concentrada e aplicada na coluna 
de exclusão molecular S-200 em tampão NaHCO3 0,1 mM, pH 8,0. As 
setas indicam o intervalo de eluição da toxina. 
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Figura 14: Análise da purificação da toxina Cry8Ka5 em SDS-PAGE 10%. A) 
Lisado celular demonstrando material superexpresso em E. coli. B) 
toxina após cromatografia de afinidade Ni-NTA, resultando em uma 
considerável redução de contaminantes. C) Toxina purificada, após 
cromatografia de exclusão molecular S-200. A e B foram corados com 
Coomassie Brilliant Blue R-250, e C foi corado com prata.  
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4.2 Identificação de proteínas ligantes a toxinas Cry  

 

4.2.1 Identificação de proteínas ligantes a toxinas Cry utilizando géis 

unidimensionais. 

Duas técnicas diferentes foram empregadas para identificar as proteínas 

presentes no intestino de A. grandis capazes de ligação às toxinas Cry. Na 

primeira técnica utilizada, empregando SDS-PAGE, as proteínas do intestino do 

bicudo do algodoeiro foram separadas e transferidas para membranas de PVDF.  

As membranas foram bloqueadas e incubadas com uma das três toxinas 

marcadas com biotina: Cry1Ac, Cry8Ka1 ou Cry8Ka5. As três toxinas foram 

capazes de ligação às mesmas três bandas nos géis (Figura 15), denominadas A 

(~120 kDa), B (~80 kDa) e C (~80 kDa). As bandas foram excisadas dos géis e 

digeridas com tripsina para análise via seqüenciamento de novo utilizando ESI-Q-

TOF. Das três bandas, apenas uma não foi identificada (banda A). As bandas B e 

C foram identificadas como uma Heat-Shock Protein (HSP) e ATPase vacuolar 

(V-ATPase), respectivamente (Tabela 2 e Figura 16).   Estes resultados indicam 

que o mutante de Cry8Ka1, Cry8Ka5, reconhece os mesmos receptores da toxina 

selvagem, e que Cry1Ac, embora não tóxica, é capaz de interagir com as mesmas 

moléculas. 

 

 



 

Figura 15: Ensaio de ligação das toxinas Cry1Ac, Cry8Ka1 e Cry8Ka5 às BBMVs 
de A. grandis. As BBMVs foram separadas por SDS-PAGE, 
transferidas para membranas de PVDF, bloqueadas e incubadas com 
uma das três toxinas, previamente marcadas com biotina. 1) Marcador 
BenchMark™ 10748-010; 2) BBMV de A. grandis incubada com 
Cry1Ac; 3) BBMV de A. grandis incubada com Cry8Ka1; 4) BBMV de A. 
grandis incubada com Cry8Ka5; 5) Marcador BenchMark™ 10747-012 
e 6) BBMV de A. grandis corado com Coomassie Brilliant Blue R-250. 
As setas em vermelho indicam as potenciais bandas protéicas capazes 
de ligação às toxinas (bandas A, B e C). 
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E-value
-
-
-

4,00E-05
2,00E-09
6,00E-12
2,00E-09

7,00E-09
8,00E-04

Banda peptídeo Mr (esperado) Mr(calculado) Delta Identificação código de acesso organismo
ADPDGGVFYVCNPNNPSGTITARK 2549,1338 2549,1969 -0,0631 - - -
IPSGGSSGDSGNDTPK 1474,6909 1474,6536 0,0373 - - -
DKEEGNGKGK 1060,534 1060,5149 0,0192 - - -

R.NTVIPTKK.S 899,5364 899,544 -0,0076 heat shock cognate 70 ABF18258 Aedes aegypti
K.IVITNDQNR.L 1071,5444 1071,5673 -0,0228 heat shock cognate 70 ACD63049. Loxostege sticticalis
K.ELEDVVQPIIAK.L 1352,7424 1352,7551 -0,0127 heat shock cognate 70 ABF18258. Aedes aegypti
K.NQLTTNPENTVFDAK.R 1690,8042 1690,8162 -0,012 heat shock cognate 70 ABP97091. Copris tripartitus

K.TVISQALSK.Y 945,5404 945,5495 -0,009 vacuolar ATP synthase catalytic subunit A  XP_001604685. Nasonia vitripennis
R.LASFYERAGR.V 1168,5896 1168,5989 -0,0092 similar to V-ATPase subunit A  XP_001604685. Nasonia vitripennis

A

B

C
 

Tabela 2: Proteínas identificadas por espectrometria de massa. As bandas correspondentes às proteínas capazes de ligação às 
toxinas Cry foram cortadas de géis de poliacrilamida corados com Coomassie Blue R-250 e digeridas com tripsina. 
Os peptídeos foram analisados por seqüenciamento de novo utilizando espectros provenientes de um aparelho ESI-
Q-TOF (Waters). As seqüências foram alinhadas contra o banco de dados NCBInr utilizando o algoritmo BLASTp. 

 

 



 
|ABF18258.1|      ADGERLIGDAAKNQLTTNPENTVFDAKRLIGREFTDSTVQHDAKLLPFKVIEKNSKPHIK 60 
[B]               -----------KNQLTTNPENTVFDAKR-------------------------------- 17 
                             *****************      
       Peptídeo 4                            
 
|ABF18258.1|      VSTSQGDKVFAPEEISAMVLGKMKETAEAYLGKKVTHAVVTVPAYFNDAQRQATKDAGVI 
120 
[B]               ------------------------------------------------------------ 
                                                                               
 
|ABF18258.1|      AGLNVMRIINEPTAAAIAYGLDKKDGEKNVLVFDLGGGTFDVSLLTIDNGVFEVVATNGD 
180 
[B]               ------------------------------------------------------------ 
                                                                               
 
|ABF18258.1|      THLGGEDFDQRVMDHFIKLYKKKKGKDIRKDNRAVQKLRREVEKAKRALSSSHQVRIEIE 
240 
[B]               ------------------------------------------------------------ 
                                                                               
 
|ABF18258.1|      SFYEGDDFSETLTRAKFEELNMDLFRSTMKPVQKVLEDADMNKKDVDEIVLVGGSTRIPK 
300 
[B]               ------------------------------------------------------------ 
                                                                               
 
|ABF18258.1|      VQQLVKEFFNGKEPSRGINPDEAVAYGAAVQAGVLSGEQDTEAIVLLDVNPLTMGIETVG 
360 
[B]               ------------------------------------------------------------ 
                                                                               
 
|ABF18258.1|      GVMTKLIPRNTVIPTKKSQIFSTASDNQHTVTIQVYEGERPMTKDNHLLGKFDLTGIPPA 
420 
[B]               --------RNTVIPTKKS------------------------------------------ 27 
                          **********   
           Peptídeo 1                                          
 
|ABF18258.1|      PRGIPQIEVSFEIDANGILQVSAEDKGTGNREKIVITNDQNRLTPEDIERMIKDAERFAD 
480 
[B]               --------------------------------KIVITNDQNRL----------------- 38 
                                                  ***********                  
             Peptídeo 2 
 
|ABF18258.1|      DDKKLKERVEARNELESYAYSLKNQLGDKDKLGAKVADDDKATMEEAIDEKIKWLDENQD 
540 
[B]               ------------------------------------------------------------ 
                                                                               
 
|ABF18258.1|      ADSEDYKKQKKELEDVVQPIIAKLYASTGGSPPPTADDEDLKDEL 585 
[B]               ----------KELEDVVQPIIAKL--------------------- 52 
                            **************                      
          Peptídeo 3 

 

Figura 16: Alinhamento dos peptídeos derivados da banda B com a proteína Heat 
shock protein 70 (código de acesso ABF18258). 
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Após a eletroforese bidimensional, os géis foram transferidos para 

membranas de PVDF e incubados com a toxina Cry8Ka5 marcada. Cinco 

proteínas capazes de ligação a esta toxina foram visualizadas (Figura 18) e os 

spots correspondentes recortados dos géis corados com Coomassie Brilliant Blue 

R-250 (Figura 17). Estes spots, denominados A1, A2 e A3, com massas similares 

à banda C identificada no blot unidimensional, e A4 e A5, com massas similares à 

da banda B, foram caracterizados bioquimicamente com o programa ImageMaster 

2D Platinum (GE) (Tabela 3). 

 A técnica de eletroforese bidimensional foi empregada para uma 

caracterização bioquímica mais completa dos prováveis receptores para toxinas 

Cry. As BBMVs de A. grandis foram eletroforeticamente separadas conforme (i) 

ponto isoelétrico (pI) e (ii) massa molecular. As técnicas de eletroforese 

unidimensional e bidimensional foram comparadas. As BBMVs separadas por 1D 

mostram um padrão de bandas discreto, em um intervalo entre menos de 15 kDa 

e 220 kDa. Quando separadas por 2DE, entretanto, mais de 450 spots foram 

detectados na mesma faixa, excetuando-se as proteínas acima de 120 kDa 

(Figura 17). A maioria dos spots foi detectada na faixa de pH 4 a 7, com poucas 

proteínas migrando para as faixas ácidas e básicas. 

4.2.2 Identificação de proteínas ligantes a toxinas Cry utilizando géis 

bidimensionais 
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Figura 17: Eletroforese bidimensional de BBMVs de A. grandis. As proteínas (700µg) foram precipitadas e 
submetidas à focalização isoelétrica em gradiente linear de pH 3-10. Após a focalização, as proteínas 
foram separadas de acordo com a massa molecular via SDS-PAGE 10%. As setas indicam os spots 
capazes de ligação à toxina Cry8Ka5. 
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Figura 18: Identificação de prováveis receptores para Cry utilizando 2DE. Após a eletroforese bidimensional, o gel foi 
transferido para uma membrana de PVDF. A membrana foi bloqueada, incubada com a toxina e os ligantes 
visualizados com o cromógeno DAB.  
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Tabela 3: Identificação do ponto isoelétrico (pI) e massa molecular dos spots  
capazes de ligação à toxina Cry8Ka5.  

Spot pI Massa
A1 4,17 80,2 
A2 4,19 80,2 
A3 4,3 78,9 
A4 4,44 84,5 
A5 4,55 84,5 

 

A partir da análise destes spots via seqüenciamento de novo utilizando 

MALDI-TOF-TOF, apenas uma proteína foi identificada. O restante não pôde ser 

identificado devido ao baixo número de seqüências de A. grandis nos bancos de 

dados. O peptídeo seqüenciado corresponde a uma V-ATPase (Figura 19) e é 

derivado do spot A1, indicando que as proteínas visualizadas correspondem a 

isoformas das mesmas visualizadas no gel unidimensional, ou demonstrando 

modificações pós-traducionais. Entretanto, A2, A3, A4 e A5 não foram 

identificadas. Nenhum spot com tamanho correspondente à banda A do gel 

unidimensional foi identificado nos blots. 

 

 

 

 

 

 



  

 
|XP_001604685.1|      TVGDPVLRTGKPLSVELGPGILGSIFDGIQRPLKDINELTGSIYIPKGVNTPALSRTIAW 60 
[C]                  ------------------------------------------------------------ 
                                                                                   
 
|XP_001604685.1|      EFNPLYIKNGSHITGGDMYGIVHENTLVKHKMILPPKAKGTVTYIAPAGNYTVEDVVLET 120 
[C]                   ------------------------------------------------------------ 
                                                                                   
 
|XP_001604685.1|      EFDGEKTKYTMLQVWPVRQPRPVTEKLPANHPLLTGQRVLDSLFPCVQGGTTAIPGAFGC 180 
[C]                   ------------------------------------------------------------ 
                                                                                   
 
|XP_001604685.1|      GKTVISQALSKYSNSDVIIYVGCGERGNEMSEVLRDFPELTVEIDGVTESIMKRTALVAN 240 
[C]                   -KTVISQALSKY------------------------------------------------ 11 
                       ***********      
       Peptídeo 1                                            
 
|XP_001604685.1|      TSNMPVAAREASIYTGITLSEYFRDMGYNVSMMADSTSRWAEALREISGRLAEMPADSGY 300 
[C]                   ------------------------------------------------------------ 
                                                                                   
 
|XP_001604685.1|      PAYLGARLASFYERAGRVKCLGNPDREGSVSIVGAVSPPGGDFSDPVTSATLGIVQVFWG 360 
[C]                   ------RLASFYERAGRV------------------------------------------ 23 
                            ************     
    Peptídeo 2                                       
 
|XP_001604685.1|      LDKKLAQRKHFPSINWLISYSKYLRALDDFYDKNFQEFVPLRTKVKEILQEEEDLSEIVQ 420 
[C]                   ------------------------RALDDFYDKNFAEFVPLRT----------------- 42 
                                              *********** *******  
           Spot A1                 
 
|XP_001604685.1|      LVGKASLAETDKITLEVAKLLKDDFLQQNSYSPYDRFCPFYKTVGMLRNMIAFYDMARHA 480 
[C]                   ------------------------------------------------------------ 
                                                                                   
 
|XP_001604685.1|      VESTAQSDNKITWNVIRDSMGNILYQLSSMKFKDPVKDGEAKIRSDFDQLHEDIQQAFRN 540 
[C]                   ------------------------------------------------------------ 
                                                                                   
 
|XP_001604685.1|      LED 543 
[C]                   --- 
 

 

Figura 19: Superposição dos peptídeos derivados da banda C (Figura 15), em 
azul, e do spot A1 das figuras 17 e 18, em vermelho, com a proteína V-
ATPase subunit A (código de acesso XP_001604685.1). Os peptídeos 
derivados de A2, A3, A4 e A5 não foram identificados.  
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4.3 Avaliação do potencial de competição entre as toxinas Cry1Ac e 

Cry8Ka5 por receptores in vivo  

 Como as toxinas Cry1Ac e Cry8Ka5 são capazes de reconhecer as 

mesmas proteínas no intestino de A. grandis, um bioensaio foi conduzido com o 

intuito de investigar o papel funcional destes ligantes na toxicidade. Desta forma, 

se a toxina Cry1Ac fosse capaz de competir pelos receptores de Cry8Ka5, uma 

alteração na toxicidade deveria ser detectada. O bioensaio com larvas de A. 

grandis foi realizado com quatro tratamentos: 1) controle negativo (água); 2) 

Cry1Ac (160 µg); 3) Cry8Ka5 (160 µg) e 4) Cry1Ac (160 µg) e Cry8Ka5 (160 µg). 

Cada tratamento foi repetido seis vezes, com doze indivíduos por repetição. 

Houve uma diferença significativa entre o tratamento 3 e os demais (Tabela 4), 

como validado pelo teste de Tukey para comparações múltiplas (Tabela 5 e 

Figura 20). Estes resultados indicam que, in vivo, a toxina Cry1Ac compete com 

Cry8Ka5 pelos sítios de ligação aos receptores, inibindo o seu modo de ação.  

 

Tabela 4: Experimento de competição entre toxinas Cry1Ac e Cry8Ka5 por 
receptores em bioensaios com larvas de A. grandis. Tratamentos: 1) 
Controle negativo; 2) Cry1Ac; 3) Cry8Ka5; 4) Cry8Ka5+Cry1Ac.  

Tratamento N  Média (% mortalidade) Desv. Pad. EPM 
1 6 22,19a 10,1 4,12 
2 6 22,18a 11,37 4,64 
3 6 48,6b 13,35 5,45 
4 6 20,8a 12,63 5,15 

        F=7,624, com 3 graus de liberdade  

        Letras iguais indicam que não há diferença significativa entre os tratamentos. 

        EPM, erro padrão da média; N, número de repetições; Desv. Pad., Desvio Padrão. 
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Tabela 5: Comparação entre os tratamentos do experimento de competição in 
vivo entre as toxinas Cry1Ac e Cry8Ka5 no intestino de A. grandis. 
Houve diferença significativa apenas entre o tratamento 3 e os 
demais. Tratamentos: 1) Controle negativo; 2) Cry1Ac; 3) Cry8Ka5; 
4) Cry8Ka5+Cry1Ac.  

Comparação Diferença de médias (% mortalidade) P P<0,050
3 vs. 4 27,778 0,003 Sim 
3 vs. 2 26,42 0,005 Sim 
3 vs. 1 26,41 0,005 Sim 
1 vs. 4 1,368 0,997 Não 
1 vs. 2 0,01 1 Não 
2 vs. 4 1,358 0,997 Não 

        Teste de Tukey para comparações múltiplas 

        P<0,05 indica diferença significativa entre os tratamentos. 

 

 

 

Figura 20: Representação gráfica dos tratamentos do bioensaio com A. grandis.                  
O controle negativo não diferiu estatisticamente com o tratamento 
contendo Cry1Ac e Cry1Ac+Cry8Ka5. A competição de Cry1Ac pelos 
receptores parece ter diminuído a toxicidade de Cry8Ka5. Barras 
indicam o erro-padrão e letras iguais indicam que não há diferença 
significativa entre os tratamentos. 
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5. DISCUSSÃO 

 A compreensão dos eventos moleculares envolvidos nos receptores de 

insetos para toxinas Cry é uma parte crucial no controle do uso destes 

biopesticidas. Estas informações permitem o desenvolvimento de toxinas mais 

ativas, com maior especificidade, além de controle sobre mecanismos de 

resistência.  

Neste trabalho, foi descrita a identificação de proteínas do proteoma de 

BBMVs de A. grandis capazes de interação com toxinas Cry. Para tal, foram 

utilizadas as técnicas de eletroforese 1D, 2DE  e espectrometria de massa. Em 

ambas as técnicas eletroforéticas, as proteínas estão desnaturadas, embora 

constituam as estratégias mais utilizadas para caracterização inicial de 

receptores. Isto aliado ao fato que as toxinas Cry são capazes de reconhecê-los 

devido à exposição dos epítopos de ligação (DANIEL et al., 2002). Entretanto, 

como demonstrado por KEETON et al. (1998), diversos fatores, como a 

preparação das BBMVs, a membrana de transferência (nitrocelulose ou PVDF), o 

agente de bloqueio e o detergente utilizado nos tampões de incubação e bloqueio 

influenciam os resultados de forma drástica. Desta forma, podem haver outros 

ligantes para as toxinas testadas, variando-se os métodos utilizados. 

Todos os receptores para toxinas Cry descritos até hoje são proteínas de 

membrana, sendo esta a classe mais difícil de analisar via eletroforese 

bidimensional, dada sua hidrofobicidade e inserção em bicamadas lipídicas 

(BRAUN et al., 2007; RABILLOUD et al., 2008). Adicionalmente, a técnica possui 

limitações quanto a proteínas com peso molecular muito elevado (acima de 120 
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kDa) (OH-ISHI & MAEDA, 2002). Isto explica o fato da proteína de ~120 kDa, 

identificada em 1D, não ter sido detectada via 2DE. Outras limitações inerentes à 

eletroforese bidimensional são proteínas de peso molecular abaixo de 15 kDa 

(BOSCHETTI et al., 2007) ou pouco abundantes (AHMED & RICE, 2005). Ainda 

assim, a técnica de eletroforese bidimensional aliada à identificação de proteínas 

via espectrometria de massa é a abordagem mais utilizada em estudos 

proteômicos (SÜSS & SOLIMENA, 2008).  

A identificação de receptores via cromatografia de afinidade contendo 

toxinas Cry imobilizadas já foi utilizada por LIAO et al. (2005) e KAUR et al. 

(2007). Os autores utilizaram BBMVs de Helicoverpa armigera e células de 

cultura, respectivamente. Entretanto, BBMVs têm natureza lipossômica, podendo 

formar agregados contendo várias proteínas diferentes, dificultando a purificação 

por meios cromatográficos. Além disso, dependem de detergentes para aumentar 

a solubilidade a tampões. Todavia, em ambos os casos, as proteínas identificadas 

eram também capazes de ligação a toxinas Cry sob condições desnaturantes.   

A técnica de Peptide Mass Fingerprinting não se mostrou eficaz para a 

identificação das proteínas. Isto devido ao escasso número de seqüências de 

coleópteros e, conseqüentemente, de A. grandis depositadas nos bancos de 

dados, resultando em scores de baixa probabilidade ou não significativos. As 

informações geradas pelo seqüenciamento de novo, entretanto, possibilitaram 

contornar essa limitação, sendo que homólogos de duas classes de proteínas, V-

ATPase e Heat-Shock proteins, foram identificadas. 
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A interação de toxinas Cry com V-ATPases em condições desnaturantes já 

foi previamente reportada por KRISHNAMOORTHY et al. (2007) e por JURAT-

FUENTES & ADANG (2007), no lepidóptero Heliothis virescens. Estas enzimas 

estão localizadas nas membranas apicais de células caliciformes, sendo a fonte 

de energia primária para secreção e absorção, servindo como um transportador 

de H+/K+ eletrogênico pelo epitélio do intestino dos insetos (WIECZOREC et al., 

1999). As diferentes subunidades dessa enzima têm papéis distintos na regulação 

e atividade catalítica, sendo baixo o número de seqüências conservadas entre 

elas.  

Embora Cry1Ac não possua toxicidade sobre vertebrados, a inibição de V-

ATPases de mamíferos foi relatada por ENGLISH & CANTLEY (1986) em 

cachorro e por RANI & BALARAMAN (1997) em ratos. Em insetos, ENGLISH & 

CANTLEY (1985) demonstram inibição de uma ATPase K+ - sensitiva em 

Manduca sexta por uma δ-endotoxina. Estas enzimas de fato desempenham um 

papel na toxicidade, tendo em vista o modelo de influxo de íons e alcalinização do 

citoplasma, como revisado por WOLFERSBERGER (1992). CANDAS et al. 

(2003), em um estudo de proteômica, demonstraram aumento de expressão de V-

ATPases em larvas resistentes de Plodia interpunctella, sugerindo que isto 

resultaria em um elevado estado energético no tecido intestinal, facilitando a 

resistência.  

As V-ATPases também estão envolvidas no mecanismo de ação de outras 

toxinas, como a toxina diftérica (UMATA et al., 1990), as toxinas derivadas de 

Bacillus anthracis (antraz) (JEFFERIES et al., 2008), as toxinas fúngicas 

Destruxin e Efrapeptin (BANDANI et al., 2001), além de interiorização de vírus 
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envelopados, como o Influenza (HINTON et al., 2009). No entanto, o mecanismo 

de ação de Cry8Ka5 não parece ser mediado pela inibição da V-ATPase, uma vez 

que (i) Cry1Ac também é capaz de reconhecer esta proteína e (ii) pelo fato de 

Cry1Ac não ser tóxica para A. grandis, como reportado por SIMS (1995) e 

avaliado no bioensaio deste trabalho, incubando-se as larvas na presença de 

ambas toxinas. As V-ATPases são responsáveis na regulação do pH 

citoplasmático, que é um provável sistema de sinalização (DOW et al., 1997). O 

bloqueio destas enzimas em culturas de células aumenta a suscetibilidade à 

apoptose (NISHIHARA et al., 1995). Assim, o mecanismo de ação de Cry8Ka5 

pode corroborar com o modelo de toxicidade proposto por ZHANG et al. (2006), 

no qual as toxinas Cry agem por um mecanismo de morte celular programada.  

Este é o primeiro trabalho demonstrando a interação direta entre toxinas 

Cry e proteínas Heat-shock. As HSP pertencem a um grupo de chaperonas 

moleculares que são expressas constitutivamente (Heat shock Cognates) ou 

induzíveis. Elas estão classificadas em famílias de acordo com a massa molecular 

aparente. Sob condições adversas, como temperaturas elevadas, estresse 

oxidativo, infecção ou inflamação, o aumento da expressão de HSP está 

associada à proteção celular contra os efeitos gerados por essas condições 

(POLLA et al., 2007). Em mamíferos, as HSP-70 podem estar presentes no meio 

extracelular, conferindo tolerância a endotoxinas lipopolissacarídicas (ANEJA et 

al., 2006; KUSTANOVA et al., 2006). Recentemente, uma HSP-70 foi descrita 

como acoplada à membrana, servindo de receptor para um vírus de encefalite 

(DAS et al., 2009). 
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Algumas toxinas protéicas dependem das HSP para atingir as formas 

ativas. Como exemplo, a ricina na forma inativa interage com uma HSP-70 

citoplasmática, podendo ou não atingir a forma catalítica, dependendo das co-

chaperonas que regulam a HSP (SPOONER et al., 2008).  A toxina diftérica, cuja 

forma catalítica parte do lúmen de endossomos, depende de HSP-90 para atingir 

o meio externo das células (RATTS et al., 2003).  

No caso das toxinas Cry, HUFFMAN et al. (2004) detectaram um aumento 

na expressão de HSP em C. elegans quando em contato com Cry5B, embora 

neste caso a resposta tenha sido inespecífica. NAIR & DEAN (2008) propuseram 

que todos os domínios de toxinas Cry1A inserem-se em BBMVs de Manduca 

sexta. Assim, pode-se sugerir a HSP-70 encontrada no presente trabalho não 

deva atuar como receptor, mas como parte do mecanismo de defesa molecular do 

inseto contra toxinas internalizadas. Todavia, uma vez que é amplamente aceito 

que as toxinas Cry formam poros na membrana, os estresses osmótico e 

oxidativo poderiam resultar em aumento da expressão de HSPs. Assim, embora 

especulativo, também é possível que a interação Cry-HSP desregule o 

mecanismo de proteção celular do inseto.  

A proteína de ~120 kDa, visualizada apenas nos géis unidimensionais, não 

pôde ser identificada. Um grande número de receptores do tipo aminopeptidase N 

(APN) foi descrito com esta massa molecular, em experimentos utilizando a 

mesma técnica baseada em blot do presente trabalho (como exemplo, KNIGHT et 

al., 1994; SANGADALA et al., 1994; DENOLF et al., 1997; YAOI et al., 2004) . As 

APNs pertencem a uma família de enzimas que clivam aminoácidos neutros das 

porções N-terminal de polipeptídeos. Em insetos, as APNs são presas à 
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membrana por uma âncora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (AGRAWAL et al., 

2002), contrastando com os vertebrados, onde um N-terminal hidrofóbico as 

insere na membrana (SEMENZA, 1986). Como revisado por PIGGOT & ELLAR 

(2007), Cry1Aa, Cry1Ab, Cry1Ac, Cry1Ba, Cry1Ca e Cry1Fa já foram descritas 

como ligantes de APN. Os dados baseados na ligação destas enzimas a toxinas 

Cry são, entretanto, complexos. Muitas APNs são expressas simultaneamente no 

intestino dos insetos, podendo variar em tamanho, atividade e modificações pós-

traducionais, particularmente difíceis de reproduzir via expressão heteróloga 

(GARNER et al., 1999). Outro problema, descrito por MARTÍNEZ-RAMÍREZ et al. 

(1994), ocorre pelo fato de outra classe de receptores, as caderinas, ser sensível 

a degradação proteolítica, formando produtos de ~120 kDa. Assim, podem ser 

confundidas com APNs em experimentos de ligação.  

A validação das moléculas identificadas neste trabalho como receptores 

pode ser feita pela expressão dos genes correspondentes em células de insetos 

(JURAT-FUENTES & ADANG, 2006) ou em insetos não-suscetiveis (GILL & 

ELLAR, 2002). Para tal, o desenho de primers a partir da seqüência N-terminal 

dos ligantes identificados constitui uma boa estratégia. O silenciamento gênico 

também pode ser utilizado para identificar um receptor (SIVAKUMAR et al., 2007). 

Entretanto, a utilização da técnica baseada em RNA de interferência pode ser 

letal em A. grandis, particularmente no caso da V-ATPase (BAUM et al., 2007; 

PRICE & GATEHOUSE, 2008). 

A resistência de insetos a toxinas Cry tem sido amplamente reportada em 

laboratório. Como a deflagração da atividade destas toxinas requer muitos 

passos, diversos mecanismos de resistência foram descritos. Entre eles estão 
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alterações nas constantes cinéticas de interação toxina-receptor (VAN RIE et al., 

1990; MASSON et al., 1995; SIQUEIRA et al., 2006), alteração na glicosilação do 

receptor (JURAT-FUENTES et al., 2002), falta de expressão de receptor 

(HERRERO et al., 2005) e perda de sítios de ligação (RAUSSEL et al., 2000). Na 

maior parte destes casos, uma alta afinidade entre toxinas e receptores é 

correlacionada com alta toxicidade, enquanto baixa afinidade é correlacionada 

com baixa toxicidade. Embora esta interação seja necessária, ela não é capaz de 

desencadear a morte celular per se, como reportado por LI et al. (2004), assim 

como a alta afinidade entre as moléculas nem sempre denota alta toxicidade 

(HIGUCHI et al., 2007). Desta forma, é possível inferir que o bloqueio do 

mecanismo de ação de Cry8Ka5 neste trabalho se deve a uma maior afinidade de 

Cry1Ac pelas moléculas receptoras, sendo que outros requisitos que não a 

afinidade são necessários para desencadear o efeito tóxico. Outra hipótese é a de 

que as toxinas podem interagir entre si formando agregados, resultando na 

inibição da atividade tóxica. 

O único mecanismo de resistência em que os receptores não 

desempenham papel central na atividade das toxinas é a mudança no perfil de 

proteinases intestinais descrito por KARUMBAIAH et al. (2007). De acordo com 

este modelo, as protoxinas não seriam ativadas pelo inseto, impedindo as etapas 

subseqüentes de ligação ao receptor e morte das células intestinais. Entretanto, 

nas variedades transgênicas as toxinas são expressas na forma ativa, não 

dependendo de ativação prévia por proteinases do organismo-alvo. 

 Tendo em vista que a resistência é geneticamente recessiva (MORIN et 

al., 2003), algumas estratégias são empregadas para que estes mecanismos não 
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ocorram em campo. Entre estas estão as zonas de refúgio, em que uma área é 

reservada para plantio de variedades não transgênicas (TABASHNIK, 2001). Os 

insetos provenientes destas áreas têm menor probabilidade de exibir resistência a 

toxinas Cry. Desta forma, podem acasalar com insetos tolerantes provenientes de 

plantios transgênicos, diluindo a resistência. Na ausência dessas áreas, uma 

resposta rápida à seleção é possível (MEIHLS et al., 2008). A alta expressão de 

toxina pela planta, cerca de 25 vezes a quantidade necessária para matar 99% 

dos insetos (EPA 1998), é tão importante quanto as áreas de refúgio. Desta 

forma, os insetos heterozigotos não sobrevivem à exposição ao plantio Bt, 

mantendo a resistência funcionalmente recessiva.   

Outra forma de controle de desenvolvimento de resistência é a 

piramidização de genes. Nesta estratégia, duas ou mais toxinas são expressas 

pela planta, diminuindo as chances de um inseto desenvolver resistência.  

Este é o primeiro trabalho a relatar a inibição in vivo de uma toxina Cry por 

outra toxina do mesmo grupo. No Brasil, as variedades de algodoeiro transgênico 

expressam a toxina Cry1Ac, efetiva no controle de lepidópteros-praga. Entretanto, 

o bicudo do algodoeiro é a praga mais importante, e a inserção do gene que 

codifica Cry8Ka5 pode ser uma alternativa ao controle químico. Embora as 

condições de campo não tenham sido simuladas, a inibição do mecanismo de 

ação de Cry8Ka5 por Cry1Ac demonstrada neste trabalho pode tornar o co-plantio 

ou co-expressão inviável. 

 Assim, foram identificadas proteínas de A. grandis capazes de interação 

com toxinas Cry. Isto representa um passo fundamental na compreensão dos 

eventos moleculares envolvidos no modo de ação desses biopesticidas. 
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