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Resumo 

 O Bacillus thuringiensis é uma bactéria gram positiva pertencente ao grupo 

Bacillus cereus, mas se distingue de outras espécies deste grupo por produzir, durante a 

esporulação, inclusões cristalinas contendo predominantemente uma ou mais proteínas 

de ação inseticida (toxinas Cry e Cyt), também chamadas de δ-endotoxinas. Por 

definição, toxinas Cry exibem toxicidade experimentalmente verificável a um 

organismo alvo, ou possuem similaridade significativa de sequencia à uma toxina Cry já 

descrita. A toxicidade de Cry1Ab é amplamente relatada para larvas da mariposa 

Manduca sexta e estudos indicam que o domínio II é responsável pelo reconhecimento 

específico dessa toxina ao receptor no intestino do inseto. Cry1Aa, Cry1Ab e Cry1Ac 

possuem 82 a 90% de identidade de resíduos de aminoácidos e a interação dessas 

proteínas com receptores primários do tipo caderina é descrita como um importante 

passo para a correta remoção da α-hélice 1 no domínio I e subsequente 

desencadeamento de eventos que levam à morte do inseto. Usando-se de modelagem 

por homologia e docking molecular, foram selecionados dois modelos descrevendo as 

interações entre o receptor de M. sexta, BT-R1, e a toxina Cry1Ab. Estes modelos foram 

submetidos à simulações por dinâmica molecular clássica e avaliados quanto a diversos 

aspectos de sua estrutura. Um total de 12 blocos de interação foram identificados para 

cada proteína e estudados quanto às suas propriedade biofísicas, cada qual constituído 

por uma região da sequência de aminoácidos de suas respectivas proteínas. As medidas 

de RMSD ao fim da dinâmica mostraram que os sítios de ligação ao receptor 

apresentam deformações menores que próprio receptor, indicando que a ligação à 

Cry1Ab estabiliza estas regiões. Mais que isso, os termos intermoleculares de energia 

de curta distância mostraram um declínio contínuo e uma tendência de atração entre as 

duas proteínas. Todas as ligações de hidrogênio e pontes salinas foram mapeadas e 

caracterizadas de acordo com sua persistência e distância média durante a dinâmica. Por 

último, foi avaliado o potencial eletrostático de cada bloco de interação, o que permitiu 

inferir as regiões que direcionam a ligação específica da toxina ao receptor. Para validar 

os modelos, foram sintetizados peptídeos correspondendo a cada bloco de interação para 

uma análise qualitativa utilizando ressonância plasmônica de superfície (SPR). 

Resultados preliminares de um dos modelos mostram que o loop 3, notório por sua 

função no reconhecimento ao receptor, é capaz de ligar-se a uma região nunca antes 

relatada dos receptores tipo caderina. Essa nova região possui um perfil de 



 

 

 

 

hidropaticidade similar ao do epitopo de um anticorpo específico ao loop 3 e, quando 

comparamos medidas entre pH 7,4 e pH 9,0 em experimentos de SPR, é possível 

observar uma ligação de mesma intensidade entre essas duas regiões usando-se 266 

vezes menos concentração de analito em pH básico. O pH fisiológico do intestino de M. 

sexta é aproximadamente 9,0, o que indica que um dos modelos é capaz de reproduzir 

aspectos da interação in vivo. O prosseguimento deste trabalho, através de técnicas in 

silico e experimentos in vitro, deve indicar se ambos modelos são plausíveis de ocorrer, 

ou se um dos modelos é preterido. No geral, esses modelos permitiram observar o 

comportamento da toxina enquanto ligada ao receptor e contribuem para o 

entendimento de muitos dos experimentos in vitro realizados envolvendo as toxinas da 

família Cry1A e os receptores tipo caderina. 

Palavras-chave: ligação proteína-proteína, dinâmica clássica, docking molecular, 

modelagem comparativa   



 

 

 

 

Abstract 

 Cry1Ab is widely described as toxic to Manduca sexta larvae and extensive 

substitution of loop residues in domain II suggests that this region is responsible for 

specific binding to receptor. Cry1Aa, Cry1Ab, and Cry1Ac share 82 to 90% amino acid 

residue identity to one another and their interaction with cadherin-like receptors has 

been described as an important step for the correct removal of alpha-helix1 in domain I 

and subsequent events leading to the insect's death. After homology modeling and a 

selective protein docking, two models describing the interactions of Cry1Ab to the M. 

sexta cadherin-like receptor, BT-R1, were assessed using molecular dynamics 

simulations. A total of 12 binding regions were identified for each protein and their 

biophysical properties were further evaluated. Binding sites in the receptor were shown 

to have lower RMSD measures than the entire receptor, indicating that the binding of 

Cry1Ab stabilizes these regions. Also, Van der Waals and Coulomb short-range energy 

terms were measured for the receptor-toxin complex and showed an attraction tendency, 

with decreasing energy throughout the entire simulation. All intermolecular hydrogen 

bonds and salt bridges were identified and characterized according to persistence of 

existence and mean distances, respectively, as well as their participating residues. 

Lastly, electrostatic potential for each binding site was assessed, permitting to infer 

regions that guide specific binding of toxin to receptor. To further investigate the 

importance of each binding region and validate our model, we synthesized peptides 

corresponding to each of these regions. Result for one model show that loop 3, notorious 

for receptor recognition, binds a region previously unidentified in Manduca sexta 

cadherin-like receptor. This new toxin binding region shows the same hydropathicity 

profile of an antibody epitope previously described to bind specifically to loop 3. Most 

interestingly, binding occurs with over 266-fold less peptide concentration in pH 9.0 

than in pH 7.4. The physiological pH in the insect midgut is approximately 9.0, which 

corroborates that at least one of the models reproduces in-vivo interaction. Ongoing 

work will show if both models are plausible to occur, or if one of them is preferable to 

the other. Overall, these models allowed the observation of the toxin's behavior when 

binding to BT-R1 and have helped explain many in vitro experiments concerning Cry1A 

and cadherin-like receptors. 

Key words: protein-protein binding, classic dynamics, molecular docking, homology 

modeling  
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Introdução Geral 

 

 O Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria entomopatogênica pertencente ao 

grupo Bacillus cereus, mas se distingue de outras espécies deste grupo por produzir, ao 

entrar em esporulação, inclusões cristalinas contendo predominantemente uma ou mais 

proteínas de ação inseticida (toxinas Cry e Cyt), também chamadas de δ-endotoxinas 

(Hofte, H. & Whiteley, H.R., 1989; Schnepf, E. et al., 1998). Schnepf e Whiteley 

provaram que os genes responsáveis pela formação dos cristais estavam contidos em 

grandes plasmídeos, o que abriu a possibilidade de inserir genes diretamente em plantas 

agronômicas (Schnepf, H.E. & Whiteley, H.R., 1981). O primeiro relato de sucesso, 

neste sentido, foram com plantas de tomate (Fischhoff, D.A. et al., 1987) e tabacco 

(Vaeck, M. et al., 1987). Atualmente o Brasil aprova a comercialização de 37 plantas 

GM (geneticamente modificadas), das quais 19 expressam pelo menos uma toxina da 

família Cry1A. Esse dado deflagra a importância comercial das toxinas da família 

Cry1A e invocam para a necessidade de se compreender suas interações e seu 

mecanismo de ação em lavouras de cultivares transformadas com genes de Bt. 

 A subclasse Cry1 representa um grupo de proteínas que abrangem uma faixa de 

120 a140 kDa de massa molecular, em sua forma proativa, e são primariamente tóxicas 

contra larvas de lepidópteros. Uma vez solubilizadas no ambiente alcalino intestinal, as 

protoxinas são ativadas por clivagens proteolíticas e processadas em uma toxina de 

aproximadamente 65 kDa. São proteínas pertencentes à família das 3D-Cry, onde todas 

são constituídas por três domínios bem definidos e contíguos. O domínio I apresenta 

significativa similaridade estrutural com o domínio formador-de-poro da α-PFT colicina 

A. Por este motivo, o domínio I é considerado determinante no processo de penetração 

na membrana e formação de poro (Grochulski, P. et al., 1995). O domínio II, baseado 

nas variações de sequência, comprimento e estrutura de seus loops, é tido como o 

principal atuante no reconhecimento de receptores celulares do inseto-alvo, e, portanto, 

determinante na especificidade das toxinas 3D-Cry (Hofte, H. & Whiteley, H.R., 1989; 

Ibrahim, M.A. et al., 2010). Já o domínio III possui estrutura semelhante aos domínios 

de ligação a carboidratos de outras proteínas, com os sítios de ligação a carboidratos 

localizados em duas fendas situadas no centro de cada folha-β (de Maagd, R.A. et al., 

2003). Por esses motivos, acredita-se que domínio III tenha função relacionada com o 
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reconhecimento de receptores e inserção da toxina na membrana (de Maagd, R.A., 

Bravo, A. & Crickmore, N., 2001). 

 Existem dois modelos que descrevem o mecanismo citotóxico das proteínas 3D-

Cry e que, embora compartilhem as mesmas etapas iniciais, defendem diferentes causas 

para a morte celular: indução de apoptose ou formação de poro (causador de um 

desequilíbrio osmótico). Nas etapas comuns aos dois mecanismos, primeiramente as 

inclusões cristalinas são solubilizadas no intestino do inseto e as protoxinas vão sendo 

liberadas no lúmen. As protoxinas, por sua vez, são alvo de enzimas no intestino e têm 

suas extremidades N- e C-terminal clivadas. O resultado dessa ação enzimática é uma 

toxina ativa, contendo os três domínios característicos da família 3D-Cry, e capaz de 

reconhecer receptores específicos na membrana de células intestinais. Sugere-se que os 

domínios II e III sejam responsáveis pela ligação da toxina aos receptores tipo-caderina, 

Caderinas são proteínas filamentosas de membrana que participam do processo de 

adesão célula-célula, mas que no caso de muitos invertebrados podem servir como alvo 

primário para toxinas Cry. Por esse motivo, são designadas como os receptores 

primários de toxinas Cry, e sua interação com estas toxinas induzem mudanças 

conformacionais que permitem a clivagem N-terminal da hélice α1 do domínio I. 

 Vários grupos de pesquisa têm concentrado esforços durante as últimas três 

décadas para elucidar o mecanismo de ação das δ-endotoxinas no nível molecular. Neste 

sentido, a contribuição efetiva de cada domínio ou fragmento das toxinas, os eventos de 

mudança conformacional e as interações destas com a membrana intestinal, que 

ocorrem desde a ativação da protoxina até a morte celular, tem sido priorizados. O 

resultado deste esforço é uma vasta produção bibliográfica que versa sobre o tema com 

muitas evidências experimentais, obtidas por meio de diversas metodologias. Todavia, é 

importante observar que parte dos dados disponíveis na literatura está fora de sincronia, 

muitas vezes difíceis de serem comparados e não são conclusivos.  

 Tradicionalmente, o desenvolvimento de biopesticidas baseados em toxinas Cry 

tem dependido da amostragem de toxinas, com atividade para uma dada peste-alvo, 

utilizando isolados naturais de B. thuringiensis. Devido à sua importância agronômica 

como pesticida, há tempos almeja-se desenvolver um método para a engenharia de 

toxinas Cry com atividade inseticida aprimorada e que apresentem um menor espectro 

de pragas-alvo. Neste trabalho foi investigado o modo de ação pelo qual as toxinas Cry 
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se ligam ao receptor primário do tipo caderina, BT-R1. Argumenta-se que a ligação a 

esse tipo de receptor é descrita como crucial para o desencadear de eventos que 

culminam na perda da α-hélice 1 da toxina e subsequente morte celular. 

Adicionalmente, é nessa etapa que a especificidade da toxina ao inseto está mais 

claramente definida.  
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Capítulo 1 

 

 

 

Introdução 

 

 

“Assim como casas são feitas de pedras, a ciência é feita de fatos. Mas uma pilha de 

pedras não é uma casa e uma coleção de fatos não é, necessariamente, ciência.” 

 - Jules Henri Poincaré 
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1. 1. Bacillus thuringiensis 

1.1.1. Background 

 O Bacillus thuringiensis (Bt) é uma bactéria de solo Gram-positiva, anaeróbica 

facultativa e flagelada, que produz esporos sob certas restrições ou condições de 

estresse, como ausência de nutrientes e acúmulo de metabólitos indesejáveis. É 

caracterizada como patogênica a insetos e pertence ao grupo Bacillus cereus mas se 

distingue de outras espécies deste grupo (B. anthracis, B. cereus, B. mycoides, B. 

pseudomycoides e B. weihenstephanensis) por produzir, ao entrar em esporulação 

durante a fase estacionária de crescimento, inclusões cristalinas contendo 

predominantemente uma ou mais proteínas de ação inseticida (toxinas Cry e Cyt), 

também chamadas de δ-endotoxinas (Figura 1)(Hofte, H. & Whiteley, H.R., 1989; 

Schnepf, E. et al., 1998). Métodos moleculares como hibridização do DNA 

cromossômico, análise de ácidos graxos e fosfolipídios, comparação da sequência de 

16S rRNA, entre outros, mostram que Bt, B. cereus e B. anthracis são, na verdade, uma 

mesma espécie. A peculiaridade é que o B. cereus pode se transformar em Bt ou B. 

anthracis ao receber plasmídeos que codificam as δ-endotoxinas ou fatores de 

virulência (e.g. toxina letal pX01), respectivamente. Da mesma maneira, o Bt pode 

ocasionalmente perder a habilidade de formar cristais (produzir δ-endotoxinas), 

tornando-se indistinguível do B. cereus (Aronson, A., 2002; Gonzalez, J.M., Jr., Brown, 

B.J. & Carlton, B.C., 1982; Helgason, E. et al., 2000).  

Figura 1: Célula de Bacillus thuringiensis em esporulação. O esporo possui estrutura oval e está 

localizado à esquerda. Inclusões cristalinas são as estruturas eletrodensas localizadas à direita. Imagem 

disponível no endereço eletrônico: (http://microgen.ouhsc.edu/b_thuring/b_thuringiensis_home.htm) 
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 O Bt é capaz de produzir também outros fatores de entomotoxicidade, como α-

exotoxinas, β-exotoxinas, hemolisinas, enterotoxinas, quitinases, toxinas Vip e toxinas 

Sip, atuando ou não em sinergia com as δ-endotoxinas (de Maagd, R.A. et al., 2003). 

Essas bactérias são ubíquas e encontradas nos mais diversos ambientes (Martin, P.A. & 

Travers, R.S., 1989), mas principalmente na superfície de folhas e solos, sendo 

facilmente ingeridas na forma de esporos e inclusões cristalinas (contendo protoxinas) 

por insetos em alimentação. As inclusões são primeiramente solubilizadas no pH 

alcalino do intestino e após a ativação das protoxinas por proteases e o reconhecimento 

das toxinas ativas por receptores de membrana das células intestinais, o inseto 

hospedeiro adquire uma lesão - por meio de um mecanismo ainda controverso - e morre. 

No início desse processo, o conteúdo interno do inseto se mistura ao conteúdo do lúmen 

intestinal e proporciona nutrientes suficientes para permitir que os esporos dormentes 

germinem e a bactéria retorne ao crescimento vegetativo (Ibrahim, M.A. et al., 2010; 

Rajamohan, F., Lee, M.K. & Dean, D.H., 1998; Sanahuja, G. et al., 2011).  

 Durante o estado vegetativo, outras toxinas são secretadas (e.g. toxinas Vip e 

Sip) e acabam agravando as lesões do hospedeiro (de Maagd, R.A. et al., 2003). Apesar 

disso, eventos epizoóticos de Bt em insetos são raros e seus esporos persistem por um 

longo tempo e podem até germinar em solos e plantas. Logo, o papel ecológico do Bt 

ainda está em debate e ele é melhor definido como um entomopatógeno facultativo (de 

Maagd, R.A. et al., 2003), embora seja sugerido que ele se reproduza principalmente em 

cadáveres de insetos (Raymond, B. et al., 2010). 

1.1.2. Histórico 

 O Bt foi pela primeira vez descrito em 1901, por Shigetane Ishiwatari, e 

nomeado como Bacillus sotto em referencia à "doença de sotto", que deixava as larvas 

infectadas com aparência flácida. Posteriormente, em 1911, Ernst Berliner isolou este 

mesmo bacilo de uma mariposa Ephestia kuehniella e o nomeou Bacillus thuringiensis 

em homenagem à província de Thuringia (Alemanha), onde o primeiro inseto infectado 

foi encontrado por ele (Ibrahim, M.A. et al., 2010). Como a descrição feita por 

Ishiwatari foi breve e incompleta, a descrição e nome dado por Berliner foi aceito como 

o original (Milner, R.J., 1994). 
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 Apesar de Berliner ter provado que a ingestão repetida do bacilo era tóxica para 

insetos, culminando em morte, somente a partir de 1927 ele foi usado para controle 

biológico (Mattes, O., 1927). Mattes isolou novamente o Bt de Ephestia e este foi 

subsequentemente testado em campo no controle de Ostrinia nubilalis (Lepidoptera: 

Crambidae) (Husz, B., 1928). Este trabalho eventualmente levou ao surgimento do 

primeiro produto comercial: "Sporeine" foi produzido na França, em 1938, e aplicado 

no controle de diversas espécies de Lepidoptera. (Sanahuja, G. et al., 2011). 

 

 A história moderna do Bt começa na Califórnia, com o trabalho pioneiro de 

Steinhaus (Steinhaus, E.A., 1951). Ele cultivou a "cepa Mattes" em garrafas Povitsky 

contendo agar e nutrientes, coletou os esporos em meio aquoso e deixou-os secar em 

temperatura ambiente. Os esporos foram aplicados no controle da lagarta da alfafa e 

testados em nove campos desta cultivar. Com poucos dias, o experimento reproduziu os 

sintomas observados em laboratório e em sete campos a população da lagarta foi 

reduzida abaixo do nível economicamente viável. 

 

 Trabalhando no Canadá com B. sotto (do Japão), Angus foi o primeiro a mostrar 

que a toxicidade que levava à paralisia e morte do inseto estava associada aos cristais e 

que estes podiam ser ativados usando o suco gástrico do Bicho-da-seda (Bombyx 

mori)(Angus, T.A., 1954, 1956). Na mesma época, Hannay e Fitz-James resolveram a 

estrutura reticular das inclusões cristalinas usando microscopia eletrônica e 

determinaram que os cristais eram compostos por 17% de nitrogênio, continham 17 

tipos de aminoácidos e representavam aproximadamente 30% do peso seco de culturas 

de Bt em esporulação (Figura 2.) (Hannay, C.L., 1953; Hannay, C.L. & Fitz-James, P., 

1955). 
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(Hannay, C.L. & Fitz-James, P., 1955) 

Figura 2: Microscopia eletrônica da superfície de uma inclusão cristalina. Imagem foi produzida 

através da manipulação do bombardeamento de elétrons. 

 

 Todos estes trabalhos estimularam o interesse comercial do Bt na década de 50, 

mas deficiências na formulação e na padronização dos produtos impossibilitaram a 

competição com os inseticidas químicos. Somente em 1967, em um artigo publicado 

com a participação de 31 colaboradores, foram detalhadas três preparações referência 

para bioensaios contra uma variedade de insetos-praga (Burges, H.D., 1967). Nesta 

mesma época, uma nova nomenclatura para o Bt e suas toxinas foi proposta, mas apenas 

o nome das toxinas vingariam até os dias de hoje. As toxinas presentes nas inclusões 

cristalinas foram designadas δ-endotoxinas e o, até então, "fator mosca" foi designado 

β-exotoxina (mais tarde descobriram tratar-se de um potente inibidor de RNA 

polimerase em insetos, mamíferos e bactérias) (Heimpel, A.M., 1967; Heimpel, A.M. & 

Angus, T.A., 1958).  

 Além da nova formulação e padronização, o isolamento de cepas mais potentes, 

primeiro em 1962, por Kurstak (var. kurstaki), e depois em 1967, por Dulmage (var. 

kurstaki HD1), impulsionaram a comercialização de biopesticidas à base de Bt 

(Dulmage, H.T., 1970; Dulmage, H.T. & K., A., 1982). Em 1970, por exemplo, surgiu o 

produto DiPel, derivado do potente isolado HD1. Até hoje esse isolado é o ingrediente 

ativo de vários produtos de Bt vendidos para combater Lepidopteras (Tabela 1). Em 

1976, alavancado pelo sucesso comercial de produtos à base de HD1, a busca por novos 

isolados culminou na descoberta do Bt var. israeliensis (Bti), altamente tóxico para 
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Dípteros, e , em 1983, do Bt var. tenebrionis, tóxico para Coleópteros (Goldberg, L.J. & 

Margalit, J., 1977; Krieg, A. et al., 1983). Os produtos baseados em cepas naturais de Bt 

estão listados na Tabela 1. 

 

Tabela 1: Produtos baseados em cepas naturais de Bt e seus alvos (Kaur, S., 2000). Bt kurstaki HD-

12 foi renomeado para SA-11. B. sphaericus é hoje conhecido como Lysinibacillus sphaericus. Fonte: 

(Sanahuja, G. et al., 2011). 

 

 

 Atualmente, a busca por novas cepas é feita por meio de PCR, uma vez que esta 

técnica permite verificar a assinatura específica de certas toxinas, bem como verificar se 

o aumento na toxicidade é devido a um aumento no nível de expressão e/ou pela 

presença de uma nova toxina (Kuo, W.S. & Chak, K.F., 1996; Porcar, M. & Juarez-

Perez, V., 2003). Outra alternativa é criar novas cepas de Bt que carregam diferentes 

combinações de toxinas. Assim, é possível aumentar o alcance de pestes-alvo 

suscetíveis à uma dada cepa e aumentar sua toxicidade à uma espécie ou ordem de 

inseto (Tabela 2). Esse processo pode ser feito por conjugação ou por transformação 

direta, e ajudou na comercialização de vários biopesticidas (Arantes, O. & Lereclus, D., 

1991; Gonzalez, J.M., Jr., Brown, B.J. & Carlton, B.C., 1982; Kronstad, J.W., Schnepf, 

H.E. & Whiteley, H.R., 1983). Em 2011 haviam 28 biopesticidas à base de Bt no 

mercado mundial, todos eficientes e amplamente utilizados (Sanahuja, G. et al., 2011). 
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Tabela 2: Produtos de Bt baseados em conjugação e recombinação. (Sanahuja, G. et al., 2011) 

 

 Um ano após o lançamento de biopesticidas à base de Bti, Schnepf e Whiteley 

usaram clonagem em Escherichia coli para provar que os genes responsáveis pela 

formação de cristais estão contidos em grandes plasmídeos (Gonzalez, J.M., Jr., 

Dulmage, H.T. & Carlton, B.C., 1981; Schnepf, H.E. & Whiteley, H.R., 1981), que 

variam de 4,56 a 228 Kb (Baum, J.A. & Gonzalez, J.M., Jr., 1992). Além de formar os 

cristais contendo toxinas, a bactéria transformada se tornou tóxica à Manduca sexta. 

Este trabalho abriu a possibilidade de inserir genes diretamente em plantas agronômicas, 

de maneira que as folhas se tornassem tóxicas para as lagartas. Os primeiros relato de 

sucesso, neste sentido, foram com plantas de tomate (Fischhoff, D.A. et al., 1987) e 

tabacco (Vaeck, M. et al., 1987). 

  

1.1.3. Agricultura Bt 

 Embora os biopesticidas à base de Bt apresentem vantagens como segurança, 

especificidade, potência e biodegradação, a possibilidade de inserir os genes das toxinas 

em plantas provou ser um grande advento. Usualmente, o biopesticida é aplicado 

quando larvas de primeiro instar estão presentes, pois larvas em estágio mais avançado 

se mostram mais tolerantes. No entanto, o spray de Bt só é efetivo quando presente nos 

órgãos de plantas onde as larvas se alimentam. O problema é que os sprays persistem 

por poucos dias na superfície da folha, uma vez que a luz UV, o clima, o ambiente 

químico da superfície foliar e a presença de proteinases contribuem para a degradação 
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das toxinas Cry. Além disso, muitos esporos são "lavados" da superfície foliar devido à 

chuva e ao vento. As vantagens e desvantagens do uso de sprays de Bt estão listados na 

Tabela 3. 

 

Tabela 3: Vantagens e desvantagens do uso de sprays de Bt. (Sanahuja, G. et al., 2011) 

 

 Por causa da susceptibilidade à climas rigorosos e da estreita janela de eficácia, 

os sprays de Bt devem ser reaplicados várias vezes durante uma safra para que atinjam 

toda a população de larvas. Esse processo aumenta o numero de aplicações dos sprays 

na lavoura e a quantidade de combustível necessário para disseminá-lo na lavoura, 

elevando os custos da agricultura (Sanahuja, G. et al., 2011). Igualmente problemático é 

o fato de que os sprays causam pouco impacto a pestes endofíticas (que se alimentam de 

tecidos internos da planta) e pestes que se alimentam próximo às raízes.  

 O surgimento das primeiras plantas transformadas com gene cry gerou um 

grande interesse comercial na década de 80, pois prometiam solucionar todos esses 

problemas. O potencial comercial, no entanto, só foi confirmado alguns anos depois 

com a otimização dos genes cry sintéticos. Dentre os aprimoramentos, podemos 

destacar: o aumento no conteúdo de guanidina e citidina (G e C); a troca para o códon-

usage de plantas; o uso de promotores mais potentes; uma poliadenilação e sinal de 

terminação mais eficiente; a inserção de introns heterólogos nos vetores de expressão; e 

a introdução dos genes cry no genoma de cloroplastos (Koziel, M.G. et al., 1993; 

McBride, K.E. et al., 1995; Perlak, F.J. et al., 1991). 

 O primeiro sucesso comercial de uma "cultivar Bt" aconteceu com a chegada ao 

mercado de uma batata transgênica resistente ao besoura-da-batata (Leptinotarsa 

decemlineata), em 1995. As batatas "NewLeaf", da Monsanto, expressavam a toxina 

Cry3A do Bt var. tenebrionis e se mostraram muito mais eficiente na lavoura que os 

sprays biopesticidas derivados desta mesma cepa (Novodor e Trident) (Perlak, F.J. et 
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al., 1993). Logo em seguida chegaram ao mercado os milhos Bt "KnockOut", da 

Syngenta, e "NatureGuard", da Mycogen. Ambos expressam Cry1Ab e conferem 

resistência à broca-do-milho (Ostrinia nubilalis). As primeiras cultivares de algodão Bt 

a chegar no mercado foram o "Bollgard" e "Inguard, ambos da Monsanto, que 

expressavam a toxina Cry1Ac. Outras cultivares Bt foram desenvolvidas logo em 

seguida e logo estabeleceu-se o primeiro panorama da indústria biotecnológica de 

lavouras (Sanahuja, G. et al., 2011).  

 É importante destacar que várias cultivares Bt expressando toxinas da família 

Cry1A consolidaram espaço no mercado desde esse primeiro cenário. Podemos destacar 

as cultivares "Bollgard II" (2002), "YieldGard" (2002) e "YieldGard Plus" (2003). O 

que se viu daí em diante foi um mercado turbulento, com empresas de grande e pequeno 

porte usando-se de diversificadas manobras para adquirir patentes estratégicas e 

tecnologias (Sanahuja, G. et al., 2011). O atual status comercial de diferentes cultivares 

Bt, bem como as toxinas que elas expressam e as empresas envolvidas em sua 

comercialização, pode ser visto no endereço eletrônico do Centro para Avaliação de 

Risco Ambiental (CERA): http://cera-gmc.org/GMCropDatabase. 

 Atualmente o Brasil aprova a comercialização de 37 plantas geneticamente 

modificadas (GM). Elas possuem tolerância à herbicidas ou resistência à insetos ou 

vírus. Considerando todas as modificações, 24 são geneticamente modificadas para 

apresentar resistência à insetos-praga. Deste grupo, 23 expressam toxinas Cry e 19 

expressam pelo menos uma toxina da família Cry1A. Estes dados podem ser obtidos no 

endereço eletrônico da Comissão Técnica Nacional de Biossegurança (CTNBio): 

http://www.ctnbio.gov.br. Esse dado deflagra a importância comercial das toxinas da 

família Cry1A e invocam para a necessidade de se compreender suas interações e seu 

mecanismo de ação em lavouras Bt. 

1.1.4. Biossegurança, Meio Ambiente e Economia 

 As toxinas Cry se tornaram biopesticidas comercialmente viáveis devido à sua 

alta seletividade a insetos-alvo, segurança para humanos, vertebrados, e plantas, e 

porque são biodegradáveis (Schnepf, E. et al., 1998) 

 Embora haja um grande debate, tanto político quanto público, em relação ao 

impacto ambiental causado por cultivares geneticamente modificadas, está claro que as 
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cultivares Bt proveram imensos benefícios ao meio ambiente. O desenvolvimento de 

cultivares Bt reduziu o uso de pesticidas, bem como economizou indiretamente o 

combustível fóssil utilizado para sua disseminação, reduziu a emissão de CO2 gerado 

por práticas agrícolas, e conservou o solo e umidade por encorajar uma agricultura de 

plantio direto, onde restos vegetais de outras culturas são mantidos na superfície do solo 

e garantem cobertura e proteção do mesmo contra processos danosos (Sanahuja, G. et 

al., 2011). A redução acumulada de pesticidas entre o período de 1996 a 2012 foi de 

aproximadamente 503 mil toneladas (-8,8%), o que equivale a 18,7% de redução liquida 

do impacto ambiental associado à herbicidas e inseticidas medido pelo quociente de 

impacto ambiental (EIQ) (http://www.pgeconomics.co.uk/). Os dados correspondentes 

apenas a 2008 revelam a redução de 34600 toneladas de pesticidas (9,6%) e redução de 

18,2% no EIQ (Brookes, G. & Barfoot, P., 2014). Em países como Índia, China, Brasil 

e Argentina, que adotam o uso da agricultura Bt, a quantidade de aplicações de 

pesticidas por lavoura reduziu de 16 para 2-3, o que consequentemente diminuiu o 

envenenamento por exposição química. Devido à redução de danos causado por pragas, 

o rendimento liquido de milho e algodão Bt resistentes à insetos aumentou em média 

10,4% e 16,1%, respectivamente, durante o período de 1996 a 2012(Brookes, G. & 

Barfoot, P., 2014). Em 2012, a redução da emissão de gases de efeito estufa devido à 

redução de combustível e maior armazenamento de carbono no solo foi o equivalente a 

retirar 27 milhões de tonelada de CO2 da atmosfera, o que se equipara a retirar 11,9 

milhões de carros das ruas por um ano(Brookes, G. & Barfoot, P., 2014). 

 Apesar da redução no uso de pesticida ter acarretado em benefícios econômicos 

e ambientais, existe a preocupação de que cultivares Bt possam afetar insetos benéficos 

(aqueles que promovem polinização ou controlam insetos pestes) , desequilibrar o 

ecossistema e desencadear a reprodução de pestes secundárias. Estudos de campo com a 

batata NewLeaf (Cry3Aa) mostraram que a toxina afeta especificamente o besouro-da-

batata e não causa efeitos deletérios a outros insetos na lavoura de batatas, inclusive ao 

seu predador natural. Já os sprays químicos causaram a morte do besouro e de seu 

predador, gerando uma explosão na população de insetos vetores que carregam 

patógenos virais (Reed, G.L. et al., 2001). No caso de estudo com milho Bt, a população 

do predador e da presa alternativa se adaptaram para refletir a ausência da peste alvo 

(Faria, C.A. et al., 2007). Em algodão, a toxina não teve efeitos na população de Aphis 

gossypii (um inseto benéfico) e também não foi detectada no néctar, que serve de 
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energia para várias espécies de artrópodes incluindo predadores e parasitoides. Portanto, 

o algodão Bt não tem impacto negativo em insetos benéficos do ecossistema do algodão 

(Lawo, N.C., Wackers, F.L. & Romeis, J., 2009). 

 Peste secundária é aquela que é mantida em cheque pela presença da peste 

primária, de maneira que a eliminação da peste primária pode elevar a peste secundária 

ao status de primária, podendo inclusive afetar outras lavoura vizinhas que não eram 

incomodadas por nenhuma das pestes (Sanahuja, G. et al., 2011). O bicudo-do-

algodeiro é a peste primária do algodão e suprime a população de homópteras que se 

alimentam da seiva do algodão. O algodão Bt representa 95% do algodão no norte da 

China e é letal para a larva de bicudo-do-algodeiro. Um estudo avaliando os impactos 

na população de homópteras mostrou que houve um aumento anual da população de 

1997 a 2008, fazendo-a alcançar o status de peste primária e causando danos a diversas 

outras cultivares não relacionadas. Já as lavouras não transgênicas de algodão não foram 

afetadas porque as espécies de homópteras acabam sendo controladas por pesticidas de 

largo-espectro que também são aplicados para o controle de larvas da mariposa 

Pectinophora gossypiella (Lu, Y.H. et al., 2010). Apesar desse efeito indesejado, ele 

acaba sendo balanceado pelo aumento na biodiversidade de insetos observados em 

lavouras de algodão Bt: 31 espécies em plantios Bt (23 benéficas) comparado a 14 

espécies em plantios não transgênicos (5 benéficas) (Pray, C.E. et al., 2002). 

 Em adição à população de insetos, é útil estudar os impactos de Bt em outras 

partes do ecossistema, particularmente no solo que é a destinação final dos esporos e 

toxinas de Bt após serem lavados da superfície vegetal, exalados de raízes ou lançado de 

grãos de pólen. Minhocas são um bom indicador para a saúde geral do solo e em 

comparações do número de minhocas em plantios de milho não transgênicos e milho Bt 

expressando Cry1Ab por quatro anos não houve diferença no desenvolvimento ou 

biomassa de minhocas (Zeilinger, A.R. et al., 2010). 

 A Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos registrou 177 produtos à 

base de Bt entre 1961 e 1995. Numerosos estudos de laboratório demonstraram que Bt e 

seus produtos não são infecciosos e são tóxicos para humanos apenas em quantidades 

≥10
11

 unidades formadoras de colônia (cfu). Há apenas dois relatos de infecção em 

humanos, e nesses casos ou o indivíduo havia sofrido queimaduras ou sofrido uma lesão 

por explosão, o que os predispôs a uma infecção. Em dois estudos epidemiológicos 
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conduzidos durante a aplicação aérea em larga escala de sprays Bt não foi reportada 

nenhuma evidência de doença. Da mesma forma, não houve evidência de injúria em 

ratos ou ovelhas alimentados com produto Bt, bem como estudos epidemiológicos não 

detectaram aumento de diarreia durante campanhas de aplicação aérea dos sprays. 

Baseado em estudos de laboratório e campo, os inseticidas de Bt tem um excelente 

registro de segurança (Siegel, J.P., 2001). 

 Um estudo feito com 48,901 produtos de comida pronta do mercado de varejo 

dinamarquês mostrou que 0,5% deles continham bactérias do grupo Bacillus cereus em 

quantidades acima de 10
4
 cfu . g

-1
. A maior frequência ocorreu em produtos amiláceos 

cozinhados, mas também em tomates e pepinos frescos. Quarenta cepas selecionadas 

aleatoriamente continham pelo menos um gene ou componente envolvido com doença 

diarreica humana, enquanto toxina emética (causadora de vômito) foi relatada em 

apenas uma cepa de B. cereus. O interessante é que 31 dessas bactérias selecionadas 

aleatoriamente podiam ser classificadas como Bt, pois produziam inclusões cristalinas 

contendo toxinas Cry.  

 Portanto, uma grande proporção dos organismos presentes em comidas podem 

pertencer a espécie Bt (Rosenquist, H. et al., 2005). No ano seguinte a esse estudo, 128 

cepas de bactérias da família B. cereus foram isoladas de frutas e vegetais frescos à 

venda no mercado de varejo da Dinamarca. Um total de 50 (39%) dessas cepas pôde ser 

classificada como Bt. Análises do DNA plasmidial identificaram que 23 das 50 cepas 

eram subtipos de Bt utilizados em biopesticidas comerciais e, em alguns casos, 

indistinguíveis das cepas contidas nesses produtos. Além disso foi verificado a presença 

de enterotoxina em várias dessas cepas comerciais. Esse estudo indica que resíduos de 

inseticidas à base de Bt podem ser encontrados em frutas e vegetais frescos e que estes 

são potencialmente enterotóxicos (Frederiksen, K. et al., 2006). Um fato curioso é que 

os locais mais investigados na busca de novas cepas de Bt com alto potencial inseticida 

são justamente os armazéns de grãos. Esses locais abrigam populações de Bt em 

abundância e explicam a presença dessa bactéria em produtos de varejo. É provável que 

o seres humanos estejam consumindo alimentos contaminados com Bt desde que a 

humanidade começou a estocar grãos, o que estima-se que iniciou com trigo cerca de 

8000 mil anos atrás. 
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 Os primeiros 100 anos de sprays inseticidas e 20 anos de lavouras transgênicas à 

base de Bt foram extraordinariamente bem sucedidos e vantajosos, com um longo 

registro de segurança, eficácia e benefícios ao meio ambiente. Por esses motivos, 

continua-se o trabalho de identificar e criar cepas e toxinas de Bt mais potentes e 

específicas, bem como de gerar linhagens de plantas transgênicas que suprimam os 

danos causados por pestes e reduzam o surgimento de espécies resistentes, sem conferir 

danos a espécies benéficas e organismos do solo.  

1.1.5. Toxinas de Bt 

  Nomenclatura e Organização 

 Em 1989 foi estabelecido um comitê para organizar a nomenclatura das toxinas 

de Bt, que surgiam em número crescente a cada ano (Hofte, H. & Whiteley, H.R., 

1989). Posteriormente, foi elaborada uma revisão completa dessa nomenclatura 

(Crickmore, N. et al., 1998) e em 2014 o comitê elaborou um endereço eletrônico que 

compila todas as toxinas já descritas e a relação filogenética entre elas 

(http://www.btnomenclature.info) (Crickmore, N. et al., 2014). Ficou estabelecido que 

os genes das toxinas sejam escritos em minúsculo e itálico (e.g. cry, cyt, vip ou sip) e 

que o nome das toxinas sejam organizados em quatro categorias baseadas no grau de 

identidade a toxinas previamente nomeadas. O agrupamento por esse critério não 

implica em "similaridade de estrutura", modo de ação ou alvos suscetíveis. Um 

algarismo arábico é designado para a primeira e quarta categoria, e uma letra maiúscula 

e minúscula são designadas para a segunda e terceira categorias, respectivamente 

(Figura 3).  

 As toxinas Cry são classificadas de acordo com a similaridade de sequência dos 

resíduos de aminoácidos de suas protoxinas (Bravo, A. et al., 2013). Dessa maneira, 

proteínas compartilhando menos de 45% de identidade (de aminoácidos) são atribuídas 

categorias primárias diferentes (um algarismo arábico, e.g., Cry1 e Cry2); duas 

proteínas compartilhando menos de 78% de identidade são atribuídas categorias 

secundárias diferentes (uma letra maiúscula, e.g., Cry1A e Cry1C); proteínas 

compartilhando menos de 95% de identidade são atribuídas categorias terciárias 

diferentes (uma letra minúscula, e.g., Cry1Aa e Cry1Ab); e, finalmente, para diferenciar 

proteínas compartilhando mais de 95% de identidade, a quarta categoria é atribuída (um 
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algarismo arábico, e.g., Cry1Aa1 e Cry1Aa2)(Crickmore, N. et al., 1998; Hofte, H. & 

Whiteley, H.R., 1989). 

 

 

(Palma, L., Munoz, D., Berry, C., et al., 2014) 

Figura 3: Esquema ilustrativo da nomenclatura das toxinas de Bt. Quatro categorias são atribuídas ao 

nome de uma nova toxina, de acordo com o grau de identidade de aminoácidos. 

 

 O Bt produz toxinas em dois momentos distintos: durante o crescimento 

vegetativo; e durante a esporulação, na fase estacionária. As toxinas produzidas durante 

o crescimento vegetativo são secretadas para a matriz extracelular (Vip e Sip), enquanto 

as toxinas produzidas durante a esporulação são incorporadas dentro de inclusões 

cristalinas (Cyt e Cry) que precisam ser solubilizadas. Para melhor compreender as 

toxinas de Bt, podemos separá-las em grupos homólogos, ou famílias. Enquanto as 

toxinas Cyt, Vip e Sip são famílias bem definidas, as toxinas Cry não pertencem a um 

único grupo homólogo mas, em contrapartida, incluem um número de famílias não 

relacionadas (Palma, L., Munoz, D., Berry, C., et al., 2014).  

 Toxinas Cristais 

 O maior subgrupo de toxinas Cry é composto pelas proteínas Cry de três 

domínios (3D-Cry)(Figura 4), ao passo que as outras toxinas Cry pertencem à família 

ETX_MTX2-like, similares às toxinas épsilon (ETX) de Clostridium e toxinas 

mosquitocidas (MTX) de Lysinbacillus sphaericus (Ls) , e à família Toxina_10 (Bin-

like), similares às toxinas binárias de Ls (Gonzalez, M.R. et al., 2008; Kelker, M.S. et 

al., 2014; Popoff, M.R., 2011; Srisucharitpanit, K. et al., 2014).  
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Figura 4: Árvore filogenética das toxinas Cry e a organização por categorias. (Crickmore, N. et al., 2014) 
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 Tanto a família ETX_MTX2 como a Toxina_10 possuem algumas 

características estruturais da família de Aerolisinas, mas apenas a toxina Cry34 é 

considerada pertencer a esta família. O interessante é que a interação da toxina Cry34 

com a Cry35, embora não possuam homologia evidente considerando a sequência de 

aminoácidos, apresenta uma notável similaridade estrutural com outra toxina binária, a 

Cry23/Cry37 (de Maagd, R.A. et al., 2003). Em 2014, as estruturas cristalográficas de 

Cry34 e Cry35 foram resolvidas e suas propriedades biofísicas caracterizadas (Kelker, 

M.S. et al., 2014). As toxinas Cry6, Cry22 e Cry55 ainda não possuem uma família 

caracterizada (Palma, L., Munoz, D., Berry, C., et al., 2014; Yu, Z. et al., 2014).  

 

 O Bt produz também algumas toxinas sem atividade inseticida. Essas toxinas 

Cry não-inseticidas podem receber a designação Cry ou Parasporina (Ps) e pertencer às 

famílias ETX_MTX2 ou 3D-Cry (Figura 5). No entanto, as parasporinas ganharam uma 

importância maior por apresentarem, como diferencial, toxicidade preferencial à células 

cancerígenas de mamíferos (Ohba, M., Mizuki, E. & Uemori, A., 2009). Essa 

característica e o número crescente de novos membros as tornaram únicas e as alçaram à 

uma nova categoria. Em 2006 foi instituído um comitê para classificação e 

nomenclatura de parasporinas (http://parasporin.fitc.pref.fukuoka.jp) e ficou 

estabelecido que o termo "parasporina" seja atribuído para qualquer proteína parasporal 

de Bt, ou bactéria relacionada, que não apresente atividade hemolítica mas seja capaz de 

matar preferencialmente células cancerígenas (Ohba, M., Mizuki, E. & Uemori, A., 

2009; Xu, C. et al., 2014). Já existem duas estruturas obtidas por cristalografia de raio-X 

referentes às parasporinas (Akiba, T. et al., 2009; Akiba, T. et al., 2006) depositadas no 

Banco de Dados de Proteínas (PDB) (Berman, H.M., Bhat, T.N., et al., 2000). A Figura 

5 e 7 ilustram a organização e relações entre toxinas de Bt. 
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Toxinas de Bt

Inclusões Cristalinas Parasporais
(δ-endotoxinas)

Crescimento vegetativo
(secretadas)

Cry
(cristal)

Cyt
(citolítica)

Inseticida

Não-
inseticida

Família
Três Domínios

(3D-Cry)

Família 
Toxina_10
(Bin-like)

Família 
Aerolysina

(Cry34)

Indefinidas
(Cry22, Cry6, 

Cry 55)

Família 
ETX_MTX2
(Mtx2-like)

Vip
(1, 2, 3 e 4)

Sip

Família Três Domínios
(Parasporinas e outras 3D-Cry)

Família ETX_MTX2
(Parasporinas e outras Cry)

Parasporinas

 

Figura 5: Organograma ilustrando a divisão de grupos e famílias das toxinas produzidas por Bt. As 

toxinas são primeiramente divididas em δ-endotoxinas e toxinas secretadas. Depois elas podem receber as 

designações Cry, Cyt, Parasporina, Vip ou Sip. Por fim, as toxinas são enquadradas em famílias 

apresentando similaridades estruturais. 

 

 As toxinas Cyt constituem um grupo menor e distinto de proteínas cristalinas 

que apresentam atividade citolítica contra algumas larvas de dípteros, particularmente 

mosquitos e moscas pretas (Simuliidae) (Ben-Dov, E., 2014; Bravo, A., Gill, S.S. & 

Soberon, M., 2007; Butko, P., 2003; Cohen, S. et al., 2011; Soberon, M., Lopez-Diaz, 

J.A. & Bravo, A., 2013). Além disso, algumas toxinas Cyt agem em sinergia com outras 

toxinas de Bt e aumentam sua atividade inseticida, podendo inclusive atuar como um 

receptor e suprimir resistências de insetos (Perez, C. et al., 2005; Soberon, M., Lopez-

Diaz, J.A. & Bravo, A., 2013; Yu, X. et al., 2012; Zhang, B. et al., 2006). Até o 

presente, duas estruturas cristalográficas de toxinas Cyt (Cohen, S. et al., 2011; Cohen, 

S. et al., 2008) foram depositadas no PDB (www.rcsb.org) (Berman, H.M., Westbrook, 

J., et al., 2000) e o Comitê para Nomenclatura de Toxinas Bt classificam as toxinas Cyt 

em três categorias primárias: Cyt1, Cyt2 e Cyt3 (Crickmore, N. et al., 2014). Dois 

mecanismos de ação foram propostos para essas toxinas, onde um sugere a formação de 

poros e o outro um mecanismo de ação detergente menos específico (Butko, P., 2003; 

Soberon, M., Lopez-Diaz, J.A. & Bravo, A., 2013). Para toxinas como Cyt1A, com 
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estrutura tridimensional típica de citolisina e um padrão hemolítico específico, que 

difere de detergentes iônicos e não iônicos, o mecanismo de formação de poros é o 

melhor aceito (Cohen, S. et al., 2011). 

 Toxinas Secretadas 

 As proteínas inseticidas secretadas por Bt durante o crescimento vegetativo 

constituem duas classes, e foram designadas como "proteínas inseticidas vegetativas" 

(Vip) (Estruch, J.J. et al., 1996) e "proteínas inseticidas secretadas" (Sip) (Donovan, 

W.P. et al., 2006). Até o momento, o Comitê para Nomenclatura de Toxinas Bt 

identificou e classificou as toxinas Vip em quatro famílias diferentes, i.e., Vip1, Vip2, 

Vip3 e a recém identificada Vip4 (Crickmore, N. et al., 2014). Proteínas secretáveis, 

como a Vip1, Vip2 e Sip, contém sequências conservadas de peptídeo sinal que são 

comumente clivadas antes ou depois do processo de secreção (Donovan, W.P. et al., 

2006; Shi, Y. et al., 2007; Shi, Y. et al., 2004). Vip1 e Vip2 constituem uma toxina 

binária com alta atividade inseticida contra algumas pestes de coleópteros (Bi, Y. et al., 

2015), assim como Sip (Donovan, W.P. et al., 2006), e contra a peste Aphis gossypii 

(Hemíptera)(Figura 6)(Sattar, S. & Maiti, M.K., 2011). Em contraste, as toxinas da 

família Vip3 são cadeia simples (não binárias), não contém peptídeo sinal e apresentam 

atividade inseticida contra uma variedade de lepidópteras (Estruch, J.J. et al., 1996). 

Essas toxinas são melhor abordadas por Palma et. al. em uma revisão publicada 

recentemente (Palma, L., Munoz, D., Berry, C., et al., 2014). 

 

(Palma, L., Munoz, D., Berry, C., et al., 2014) 

Figura 6: Ordens de insetos acometidas pelas toxinas Vip e Sip de Bt. 
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 Algumas toxinas que pertencem ao grupo de 3D-Cry (Cry1I, Cry16A e Cry17A) 

também foram descritas como proteínas de secreção e não possuem peptídeo sinal. 

Cry16A e Cry17A são toxinas de Clostridium bifermentans (Barloy, F. et al., 1996; 

Barloy, F., Lecadet, M.M. & Delecluse, A., 1998), enquanto Cry1I é uma toxina de Bt 

(Espinasse, S. et al., 2003; Ruiz de Escudero, I. et al., 2006). A secreção dessas três 

toxinas pode ser devida à um sistema alternativo de secreção, algo já abordado para 

outras bactérias patogênicas gram positivas (Pallen, M.J., 2002). 

 

 

(Krishnan, V., 2013) 

Figura 7: Diagrama de Venn retratando a homologia de toxinas Bt aos domínios conservados de 

famílias proteicas encontradas em diversos organismos. 
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  Outras Toxinas 

 Fora as toxinas já mencionadas, o B. thuringiensis produz outros fatores de 

virulência não específicos, mas importantes, que podem contribuir para sua 

patogenicidade. São eles: α-exotoxina (Krieg, A., 1971; Mohd-Salleh, M.B., Beegle, 

C.C. & Lewis, L.C., 1980), β-exotoxinas (ou thuringiensina, um análogo de adenina) 

(Carlberg, G., Tikkanen, L. & Abdel-Hameed, A.H., 1995; Levinson, B.L. et al., 1990; 

Perani, M., Bishop, A.H. & Vaid, A., 1998), enterotoxinas (Gaviria Rivera, A.M., 

Granum, P.E. & Priest, F.G., 2000; Ngamwongsatit, P. et al., 2008; Swiecicka, I., Van 

der Auwera, G.A. & Mahillon, J., 2006), proteases (Agasthya, A.S. et al., 2013; Brar, 

S.K. et al., 2009), inibidor A (InhA) (Dalhammar, G. & Steiner, H., 1984; Fedhila, S., 

Nel, P. & Lereclus, D., 2002; Lovgren, A. et al., 1990), quitinases (Chigaleichik, A.G., 

1976; Gomaa, E.Z., 2012; Ni, H. et al., 2015; Tang, Y. et al., 2012), fosfolipases 

(Henner, D.J. et al., 1988; Lechner, M. et al., 1989), hemolisinas (Budarina, Z.I. et al., 

1994; Honda, T. et al., 1991; Pendleton, I.R., Bernheimer, A.W. & Grushoff, P., 1973), 

bacteriocinas (Barboza-Corona, J.E. et al., 2009) e antibióticos, incluindo a 

Zwittermicina A (ZmA) (Silo-Suh, L.A. et al., 1998; Stabb, E.V., Jacobson, L.M. & 

Handelsman, J., 1994). A maioria dos genes de fatores de virulência são controlados 

pelo regulador de fosfolipase C (PlcR), um ativador transcricional que acredita-se ativar 

pelo menos 45 genes (Agaisse, H. et al., 1999; Gohar, M. et al., 2008; Lereclus, D. et 

al., 2000). A regulação por PlcR é vital para a patogenicidade de Bt e B. cereus, uma 

vez que a interrupção do gene PclR reduz acentuadamente ou anula a mortalidade de 

alvos infectados por esses patógenos (Salamitou, S. et al., 2000). 
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1.2. δ-endotoxinas e a família Cry1A 

 O Bt produz um ou mais tipos de δ-endotoxinas em suas inclusões cristalinas 

concomitantemente com a esporulação. Proteínas cristais (Cry) ou citolíticas (Cyt), 

sozinhas ou em suas combinações, constituem as δ-endotoxinas(Jisha, V.N., Smitha, 

R.B. & Benjamin, S., 2013). Por definição, proteínas Cry são inclusões cristalinas 

parasporais produzidas por Bt que exibem toxicidade experimentalmente verificável a 

um organismo alvo, ou que apresentem similaridade significativa de sequência à uma 

toxina Cry já descrita. De maneira similar, as proteínas Cyt são inclusões parasporais 

que exibem ação hemolítica (citolítica) ou que apresentem similaridade óbvia de 

sequência à uma toxina Cyt já existente. Essas toxinas são altamente específicas a 

insetos mas inócuas a humanos, vertebrados e plantas, e são completamente 

biodegradáveis (Bravo, A., Gill, S.S. & Soberon, M., 2007).  

 

 

(Palma, L., Munoz, D., Berry, C., et al., 2014) 

Figura 8: Hospedeiros suscetíveis às δ-endotoxinas Cry e Cyt (van Frankenhuyzen, K., 2009, 2013). 

Cry1A-C (separado por hífen) indica um grupo de Cry1A, Cry1B e Cry1C. Cry 1B, C (separado por 

vírgula), indicam diferentes toxinas Cry1B e Cry1I. Ponto e vírgula separam grupos ou toxinas 

individuais. Toxinas Cyt estão representadas em vermelho. 

 



 

43 

 

 Até o momento, o Comitê para Nomenclatura de Toxinas Bt classificou 73 tipos 

diferentes de proteínas Cry (Cry1 a Cry73), com toxinas individuais apresentando 

toxicidade documentada contra Lepidópteras (borboletas e mariposas), Coleópteras 

(besouros e gorgulhos), Dípteras (mosquitos e moscas), Himenópteras (formigas, 

abelhas e vespas), Hemípteras (cigarras e afídeos), Nematódeas (Rhabditida), algumas 

lesmas (Ben-Dov, E., 2014; Bravo, A. & Soberón, M., 2008; Chougule, N.P. & Bonning, B.C., 

2012; de Maagd, R.A. et al., 2003; Hofte, H. & Whiteley, H.R., 1989; Schnepf, E. et al., 1998; 

van Frankenhuyzen, K., 2009, 2013; Wang, A. et al., 2013) e/ou células humanas 

cancerígenas de várias origens (Ohba, M., Mizuki, E. & Uemori, A., 2009)(Figura 8). 

Mais que isso, foi mostrado que larvas de Chlosyne lacinia (Lepidóptera) alimentadas 

em dieta contendo doses subletais ou baixas concentrações de Cry1Ac são capazes de 

captar e transferir essa toxina para os ovos, causando efeitos adversos na primeira 

geração de prole (Paula, D.P. et al., 2014). 

 Embora sejam conhecidos 73 grupos de toxinas Cry, as toxinas do grupo Cry1A 

são as mais estudadas quanto às interações com a membrana e as etapas do mecanismo 

de ação. Os modelos publicados até o presente momento que se propõem a explicar o 

modo de ação das δ-endotoxinas Cry baseiam-se na ligação específica e de alta 

afinidade, da toxina ativada na forma monomérica, à membrana apical do epitélio 

intestinal (BBMV - “brush border membrane vesicles”) dos insetos-alvo (Pigott, C.R. & 

Ellar, D.J., 2007; Van Rie, J. et al., 1990). Esta etapa de reconhecimento e ligação à 

membrana é considerada primordial para a especificidade de uma determinada cepa ou 

toxina e seu espectro de espécies-alvo. A subclasse Cry1 representa um grupo de 

proteínas que abrangem 120-140 kDa, em sua forma proativa, e são primariamente 

tóxicas contra larvas de lepidópteros. Uma vez solubilizadas no ambiente alcalino 

intestinal, as protoxinas são ativadas por clivagens proteolíticas e processadas em uma 

toxina de aproximadamente 65 kDa. 

1.2.1. Estrutura 

 Fora as já mencionadas estruturas cristalográficas que estão depositadas no PDB 

(Berman, H.M., Westbrook, J., et al., 2000), existem mais dez estruturas únicas de δ-

endotoxinas que foram resolvidas por cristalografia de raios-X. Todas são pertencentes 

à família Cry de três domínios (3D-Cry), sendo oito delas constituídas pela forma ativa 

das toxinas e duas pela forma inativa (protoxina). A Tabela 4 resume nove dessas 
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estruturas cristalográficas. As formas ativas de proteína são: Cry1Aa (Grochulski, P. et 

al., 1995), Cry1Ac (Derbyshire, D.J. et al., 2013), Cry3Bb (Galitsky, N. et al., 2001), 

Cry4Ba (Boonserm, P. et al., 2005), Cry4Aa (Boonserm, P. et al., 2006), Cry8Ea (Guo, 

S. et al., 2009), Cry5B (Hui, F. et al., 2012) e Cry3Aa (Li, J.D., Carroll, J. & Ellar, D.J., 

1991); enquanto a forma inativa é representada pelas protoxinas próCry1Ac 

(Evdokimov, A.G. et al., 2014) e Cry2Aa (Morse, R.J., Yamamoto, T. & Stroud, R.M., 

2001). É importante salientar que próCry1Ac e Cry2Aa representam dois tipos de 

protoxinas distintas, cuja diferença é a presença, ou não, de uma extensão C-terminal. 

Portanto, próCry1Ac trata-se de uma protoxina extensa e Cry2Aa de uma protoxina 

curta, muito similar às toxinas ativas (Tabela 4). Apesar da diferença na identidade de 

resíduos de aminoácidos (<45%) quando comparamos famílias 3D-Cry de primeira 

categoria diferentes, i.e. Cry1, Cry2, Cry3, Cry4, Cry8 e Cry5, pode ser percebida uma 

notável similaridade e conservação de estrutura entre elas. Todas são constituídas por 

três domínios bem definidos (facilmente distintos) e contíguos (possuem interface de 

contato entre si). 

 

(Xu, C. et al., 2014) 

Tabela 4: Resumo de proteínas 3D-Cry que tiveram suas estruturas cristalográficas resolvidas.   

 

  O domínio I (D-I) é um agregado de sete α-hélices (α1 a α7) localizado na 

extremidade N-terminal. Elas possuem cerca de 30 Å e estão organizadas na topologia 

"up and down", com até seis hélices anfipáticas circundando a α-hélice hidrofóbica, α5, 

situada ao centro do domínio (Figura 9) (Li, J.D., Carroll, J. & Ellar, D.J., 1991; Pigott, 
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C.R. & Ellar, D.J., 2007). Em algumas toxinas a α-hélice 2 pode ser interrompida por 

um loop e consequentemente dividida em duas subunidades (α2a e α2b).  

 O domínio II (D-II) é um prisma-β composto por três folhas-β antiparalelas 

organizadas em topologia "greek-key" e uma α-hélice em C-terminal, contendo duas 

subunidades (α8a e α8b), adjacente ao fragmento polipeptídico que une o D-II ao D-I. 

Esse domínio possui um núcleo hidrofóbico e expõe ao solvente quatro loops 

hidrofílicos com alta variação de sequência entre as 3D-Cry, responsáveis por 

caracterizá-lo como o domínio de maior divergência (Xu, C. et al., 2014).  

 Por fim, o domínio III (D-III) tem a conformação de um sanduíche-β composto 

por duas folhas-β antiparalelas organizadas em topologia "jelly-roll" (Figura 9). Cada 

folha-β é formada por cinco fitas-β e se encontram opostas uma a outra, de maneira que 

a folha contendo C-terminal está na interface entre os outros dois domínios e a outra 

está completamente exposta ao solvente. Este é o domínio de maior conservação 

estrutural entre toxinas 3D-Cry, com as folhas-β se sobrepondo em alinhamentos 

estruturais, e contém três blocos de sequências conservadas (Figura 10). As poucas 

variações observadas neste domínio estão localizadas principalmente em seus loops 

conectores (Ibrahim, M.A. et al., 2010; Schnepf, E. et al., 1998; Xu, C. et al., 2014). A 

interface de contato entre os três domínios está distribuída ao longo do fragmento 

contendo as fitas β0 e β1 e a hélice α7 (bloco conservado 2, Figura 10). A estrutura de 

próCry1Ac está descrita na legenda da Figura 11. 

 As toxinas de Bt, compartilham várias características estruturais e funcionais 

comuns às toxinas formadoras de poro (PFTs). As PFTs podem ser categorizadas em 

dois tipos: toxinas formadoras de poro alfa (α-PFT), que formam poros transmembrana 

utilizando α-hélices, e toxinas formadoras de poro beta (β-PFT), que formam poros 

utilizando folhas-β em uma conformação de barril. Utilizando esse conceito, foi 

proposto a categorização estrutural das δ-endotoxinas de Bt em três tipos: 3D-Cry tipo 

α-PFT, Cyt tipo β-PFT e Aerolisinas tipo β-PFT (Xu, C. et al., 2014).  
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Figura 9: Estrutura tridimensional de uma proteína da família 3D-Cry. O domínio I é um agregado 

de sete α-hélices organizadas na topologia "up and down". O domínio II é um prisma-β composto por três 

folhas-β antiparalelas organizadas em topologia "greek-key". O domínio III tem a conformação de um 

sanduíche-β composto por duas folhas-β antiparalelas organizadas em topologia "jelly-roll". Um exemplo 

ilustrativo de cada uma dessas topologias é mostrado ao lado de cada domínio. 

 

 O D-I da família 3D-Cry apresenta significativa similaridade estrutural com o 

domínio formador-de-poro da α-PFT colicina A. Por este motivo, D-I é considerado 

determinante no processo de penetração da membrana e formação de poro (Grochulski, 

P. et al., 1995). O D-II, baseado nas variações de sequência, comprimento e estrutura de 

seus loops, é tido como o principal atuante no reconhecimento de receptores celulares 

do inseto-alvo, e, portanto, determinante na especificidade das toxinas 3D-Cry (Hofte, 

H. & Whiteley, H.R., 1989; Ibrahim, M.A. et al., 2010). Já o D-III possui estrutura 

semelhante aos domínios de ligação a carboidratos de outras proteínas, com os sítios de 

ligação a carboidratos localizados em duas fendas situadas no centro de cada folha-β (de 

Maagd, R.A. et al., 2003). Cry1Ac se diferencia das demais toxinas da família Cry1A 

por possuir um sítio de ligação a N-acetilgalactosamina (Gal-NAc) em D-III, o que tem 

implicações no modo de ação dessa toxina (Derbyshire, D.J., Ellar, D.J. & Li, J., 2001). 

Por esses motivos, acredita-se que D-III tenha função relacionada com o 
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reconhecimento de receptores e inserção da toxina na membrana (de Maagd, R.A., 

Bravo, A. & Crickmore, N., 2001). 

 O alinhamento de sequências das proteínas 3D-Cry revelou a presença de cinco 

blocos conservados distribuídos ao longo da cadeia peptídica de toxinas na forma ativa 

(Figura 10). Nem todas as toxinas possuem os cinco blocos, mas uma vez presentes, é 

possível observar uma alta similaridade ou identidade de resíduos de aminoácidos. Estes 

blocos estão localizados nas regiões que conectam um domínio ao outro e na interface 

de contato entre eles, bem como na α-hélice 5, que é o cerne hidrofóbico do D-I. Logo, 

acredita-se que estes blocos são responsáveis pela manutenção da estrutura globular das 

toxinas (Hofte, H. & Whiteley, H.R., 1989; Schnepf, E. et al., 1998). 

 Recentemente, um trabalho muito interessante utilizou-se do fato de as δ-

endotoxinas de Bt formarem naturalmente cristais in vivo e resolveram (novamente) a 

estrutura da toxina Cry3Aa injetando bactérias vivas em um laser de raios-X gerado por 

elétrons livres (XFEL) (Sawaya, M.R. et al., 2014). O resultado foi uma estrutura 

cristalográfica com resolução de 2,9 Å de um cristal proteico assim como ele existe em 

células vivas. O trabalho concluiu que estudos autênticos de difração in vivo podem 

gerar informações estruturais de nível atômico (Sawaya, M.R. et al., 2014).  

 

Figura 10: Tamanho relativo de 

protoxinas Cry e a posição dos 

cinco blocos conservados. Blocos 

conservados estão coloridos da 

seguinte maneira: 1, laranja; 2, 

amarelo; 3, verde; 4, azul; e 5, 

roxo. (de Maagd, R.A., Bravo, A. 

& Crickmore, N., 2001) 
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1.2.2. Protoxinas e Cristalização 

 É interessante notar que a maioria das toxinas inseticidas discutidas aqui estão 

localizadas dentro de corpos de inclusão cristalinos. Sugere-se que isso seja necessário 

para o empacotamento de altas concentrações de toxinas de uma forma que estas 

consigam sobreviver no ambiente por um tempo viável após a esporulação. O tamanho 

e insolubilidade da inclusão cristalina em pH neutro previne que as toxinas sejam 

lixiviadas para o solo, por exemplo (de Maagd, R.A. et al., 2003). Até o momento, a 

única região implicada na cristalização é a extensão C-terminal presente em algumas 

protoxinas da família 3D-Cry (Figura 11). Essas regiões podem chegar a ter mais 

resíduos de aminoácidos que a própria toxina e a expressão de toxinas contendo o C-

terminal truncado (interrompido) não forma inclusões cristalinas (Park, H.W., Bideshi, 

D.K. & Federici, B.A., 2000). Comparado aos outros três domínios, a extensão C-

terminal é a mais conservada nas protoxinas, o que sugere uma função crucial ou uma 

aquisição evolucionária mais recente. 

 

 

(Evdokimov, A.G. et al., 2014) 

Figura 11: Estrutura cristalográfica da protoxina de Cry1Ac (PDB ID 4W8J). A toxina (à esquerda, 

em cinza) já está corretamente enovelada em três domínios enquanto a extensão C-terminal (à direita, em 

cores) está organizada em quatro domínios. Domínio IV e VI são formadas por α-hélices, enquanto 

domínios V e VII estão na topologia de barril-β. O dímero de protoxinas visto no empacotamento do 

cristal mostra que a toxina de um monômero está protegida "sob abrigo" da extensão C-terminal do outro 

monômero. Embora a próCry1Ac usada nesse estudo tenha tido 14 de suas 16 cisteínas removidas para 

facilitar os experimentos, as localizações naturais destas indicam ligações cruzadas de ligações dissulfeto 

que estabilizam os cristais naturais. 
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 Alguns genes cry (cry10Aa, cry39Aa e cry40Aa) não codificam a extensão C-

terminal diretamente mas, ao invés, possuem uma segunda sequência de leitura aberta 

(ORF), cerca de 100 pb à jusante, que codifica um homólogo da extensão C-terminal. 

Embora a região separando as duas ORFs não apresente homologia à transposons e 

sequências de inserção, é possível que genes cry individuais estejam adquirindo a 

extensão por meio de recombinação ou transposição. Apesar de as evidências apontarem 

para a importância da extensão C-terminal no processo de cristalização, há toxinas, e.g., 

Cry11A e Cry3A, que não possuem essa região mas são claramente capazes de 

cristalizar in vivo (de Maagd, R.A. et al., 2003). É sugerido que a cristalização dessas 

toxinas requeiram a colaboração de pelo menos uma de duas proteínas auxiliares, P19 e 

P20 (Agaisse, H. & Lereclus, D., 1995; Berry, C. et al., 2002; Ibrahim, M.A. et al., 

2010; Shao, Z., Liu, Z. & Yu, Z., 2001; Xu, Y. et al., 2001). Em Bt, a proteína Cry1Ac é 

substancialmente degradada no processo de expressão, principalmente durante sua 

síntese antes da cristalização (Shao, Z., Liu, Z. & Yu, Z., 2001). Nesse caso, a 

introdução de P20 melhorou significativamente a expressão de Cry1Ac e postula-se que 

isso é devido à proteção do peptídeo nascente (Shao, Z., Liu, Z. & Yu, Z., 2001). O 

gene p20 foi detectado em várias cepas de Bt, sugerindo que P20 pode ser um fator 

bastante difundido influenciando a cristalização de toxinas Cry (Deng, C. et al., 2014) 

 Já as famílias de toxinas Cry2A e Cry19A são notáveis por necessitar da 

expressão de um segundo gene para a formação de inclusões cristalinas (Barboza-

Corona, J.E. et al., 2012; Ge, B. et al., 1998). As toxinas da família Cry2A são 

expressas como o terceiro gene de um operon de três genes e o produto de 29 kDa do 

segundo gene (Orf2) é necessário para a formação dos cristais de Cry2A (Ge, B. et al., 

1998; Staples, N., Ellar, D. & Crickmore, N., 2001). O fator de cristalização Orf2 é uma 

proteína constituída, em grande parte, por 11 repetições em tandem de 15 ou 16 

resíduos de aminoácidos e pode ser co-precipitada com Cry2A. A presença de resíduos 

ácidos nessas repetições proporciona um paralelo interessante com relatos de que alguns 

cristais contém DNA em sua constituição e de que estes participariam na formação de 

cristais (Clairmont, F.R. et al., 1998). Uma análise das sequências codantes (CDS) de 

várias protoxinas de Bt revelaram a presença de repetições em tandem similares às de 

Orf2, localizadas em C-terminal das toxinas ativas (Figura 12). No entanto, as 

repetições codificadas nessas toxinas são ricas em resíduos de glutamina (Q) e 

asparagina (N), e a função destes resíduos ainda não está clara (de Maagd, R.A. et al., 
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2003). A extensão C-terminal é claramente importante para a cristalização de algumas 

proteínas mas aparenta ser redundante em outras. Uma investigação pertinente seria 

fusionar a extensão C-terminal à proteínas de interesse, utilizando-a como uma 

ferramenta para auxiliar na obtenção de cristais proteicos, para posterior difração 

usando cristalografia de raios-X. Recentemente foi publicada a primeira estrutura 

cristalográfica de uma protoxina de Bt contendo a extensão C-terminal (Evdokimov, 

A.G. et al., 2014), mas ainda há muito a ser compreendido sobre sua organização 

estrutural e suas interações in-vivo.  

 Fora as inclusões cristalinas, toxinas da família Cry1Ac também foram 

presenciadas dentro das camadas de proteção do esporo de Bt, onde podem afetar sua 

capacidade de germinação (Du, C. & Nickerson, K.W., 1996). Acredita-se que essa 

interação seja mediada por ligações dissulfeto entre a extensão C-terminal e o invólucro 

do esporo, ambos ricos em cisteínas (Du, C. & Nickerson, K.W., 1996). Isso e a 

observação de que a extensão C-terminal apresenta similaridade de sequência com a 

proteína de invólucro esporal, CotA, de B. subtilis, sugerem que ao menos essa região 

da toxina possa ter evoluído de uma proteína esporal (de Maagd, R.A. et al., 2003). 

 

 

(de Maagd, R.A. et al., 2003) 

Figura 12: Diagrama representando a repetição de sequências C-terminais em algumas toxinas 

entomocidas. As caixas brancas representam a região proteica das toxinas; as caixas pretas internas 

representam blocos conservados (Schnepf, E. et al., 1998); e cada ovo cinza representa uma única 

repetição de sequência. 
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1.2.3. Mecanismo de Ação 

 As proteínas da família 3D-Cry são sintetizadas como toxinas inativas e, 

portanto, denominadas de protoxinas. As protoxinas são expressas durante a 

esporulação da bactéria e formam grandes inclusões cristalinas que contêm uma ou mais 

proteínas de ação inseticida (toxinas Cry e Cyt), também chamadas de δ-endotoxinas 

(Figura 1)(Hofte, H. & Whiteley, H.R., 1989; Schnepf, E. et al., 1998). Essas inclusões 

permitem o empacotamento de altas concentrações de protoxinas e as protegem de 

ambientes hostis por um tempo considerável após a esporulação. Isso proporciona 

meios para que as protoxinas sejam corretamente ativadas e as toxinas ativas cheguem 

ao seus alvos. Existem dois modelos que descrevem o mecanismo citotóxico das 

proteínas 3D-Cry e embora eles compartilhem as mesmas etapas iniciais, eles apontam 

diferentes causas para a morte celular:a indução de apoptose (morte celular programada) 

e a formação de poros por oligômeros proteicos (que geram um desequilíbrio iônico e 

osmótico). 

 Nas etapas comuns aos dois mecanismos, primeiramente as inclusões cristalinas 

são solubilizadas no intestino do inseto e as protoxinas vão sendo liberadas no lúmen. 

As protoxinas, por sua vez, são alvo de enzimas no intestino e têm suas extremidades N- 

e C-terminal clivadas (Figura 13). O resultado dessa ação enzimática é uma toxina ativa, 

contendo os três domínios característicos da família 3D-Cry, e capaz de reconhecer 

receptores específicos na membrana de células intestinais. Sugere-se que os domínios II 

e III sejam responsáveis pela ligação da toxina ao receptor tipo-caderina, considerado o 

receptor primário. A ligação ao receptor caderina induz mudanças conformacionais na 

toxina que permitem, ainda, a clivagem N-terminal da hélice α1 no D-I. Não sabe-se ao 

certo qual a enzima responsável por essa clivagem, mas o sítio de clivagem entre F50 e 

V51, nas toxinas da família Cry1A, sugere tratar-se de uma enzima tipo-quimotripsina 

presente na membrana intestinal do inseto (Gomez, I. et al., 2002). De qualquer forma, 

esse acontecimento é responsável pela perda de afinidade da toxina à caderina e 

consequente dissociação entre ambas (Bravo, A. et al., 2004; Pacheco, S. et al., 2009; 

Sangadala, S. et al., 1994; Vadlamudi, R.K., Ji, T.H. & Bulla, L.A., Jr., 1993). 
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(Palma, L., Munoz, D., Berry, C., et al., 2014) 

Figura 13: Ativação da protoxina em uma proteína ativa. Destacado em verde estão os cinco blocos 

conservados distribuídos entre os três domínios. Em vermelho estão as três regiões conservadas da 

extensão C-terminal. 

 

 Cada etapa do mecanismo pode modular a atividade contra um inseto particular 

e, portanto, a especificidade geral de uma toxina. A solubilização das protoxinas 

extensas (que contêm a extensão C-terminal) depende do pH intestinal altamente 

alcalino de Lepidópteras e Dípteras (de Maagd, R.A., Bravo, A. & Crickmore, N., 

2001). Algumas das toxinas com potencial atividade contra Coleópteras só são tóxicas 

após solubilização in vitro, possivelmente porque a protoxina é insolúvel no pH 

intestinal levemente ácido dessa ordem de insetos (Bradley, D. et al., 1995). É 

interessante notar que a maioria das toxinas com atividade contra Lepidópteras (Cry1, 

Cry2 e Cry9) possuem arginina como o aminoácido básico predominante, em 

detrimento à lisina (exceto, curiosamente, Cry1I). Essa tendência não é vista em 

Coleópteras, o que sugere que o alto pKa da arginina pode ser necessário para a 

manutenção da carga positiva no elevado pH intestinal de Lepidópteras (de Maagd, 

R.A., Bravo, A. & Crickmore, N., 2001; Grochulski, P. et al., 1995). 
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  Diferenças na atividade proteolítica do intestino entre diferentes insetos-alvo 

também pode conduzir para diferenças de especificidade (Bradley, D. et al., 1995; 

Haider, M.Z., Knowles, B.H. & Ellar, D.J., 1986). Por exemplo, as principais proteases 

digestivas de Lepidópteras e Dípteras são serino-protesases, enquanto as de Coleópteras 

são principalmente cisteíno-proteases e aspartato-proteases (Terra, W.R. & Ferreira, C., 

1994). A ativação da toxina é um processo complexo; além da proteólise da protoxina 

em N- e C-terminal, foi relatado o processamento intramolecular dos domínios I e II de 

algumas toxinas (Carroll, J. et al., 1997; Lightwood, D.J., Ellar, D.J. & Jarrett, P., 2000; 

Miranda, R., Zamudio, F.Z. & Bravo, A., 2001). Mais ainda, a clivagem da hélice α1 no 

domínio I foi correlacionado com ativação da toxina para formação de oligômeros e 

inserção na membrana (Gomez, I. et al., 2002). Por outro lado, a falta de uma protease 

importante pode resultar em resistência do inseto (Oppert, B. et al., 1997), bem como a 

degradação rápida demais de algumas toxinas Cry no intestino de larvas em estágio 

avançado (Keller, M. et al., 1996). 

 A segunda parte do mecanismo citotóxico é onde o modelo de "formação de 

poro" e o modelo de "transdução de sinal" divergem. A Figura 14 ilustra a divisão da 

rota percorrida por ambos os modelos após a ligação ao receptor primário do tipo 

caderina (passo 3). O primeiro mostra que a remoção da α-hélice causa uma redução na 

afinidade da toxina à caderina, permitindo que esta se desassocie e forme um tetrâmero 

"pré-poro" (passo 4). O tetrâmero, por sua vez, ganha afinidade a um receptor 

secundário, a aminopeptidase, que permite a inserção da estrutura pré-poro na 

membrana (passo 5) (Pacheco, S. et al., 2009). A inserção do tetrâmero forma um poro 

seletivo à íons positivos responsável por um desequilíbrio iônico que resulta no 

rompimento osmótico da membrana (passo 6). 

 De acordo com o modelo de transdução de sinal, a citotoxicidade das toxinas 

Cry é inteiramente mediada por meio de uma ligação específica ao receptor primário do 

tipo caderina. A ligação é responsável por transduzir uma mensagem secundária 

mediada por proteína G e dependente de Mg
2+

, que induz a produção de AMP cíclico 

pela proteína adenil ciclase (AC) e ativa proteína quinase A (PKA), desencadeado a 

morte da célula por necrose. Os autores responsáveis por esse modelo vão mais adiante 

e afirmam que "o complexo oligomérico incorporado à membrana não forma poros 

líticos e não apresenta qualquer efeito tóxico à célula." (Zhang, X. et al., 2005). 
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(Bravo, A. & Soberón, M., 2008) 

Figura 14: Os dois modelos citotóxicos das toxinas 3D-Cry. A parte superior ilustra o modelo de 

formação de poro e a parte inferior, o modelo de transdução de sinal. 

 

1.2.4. Receptores 

 Estudos posteriores comprovaram a participação de diferentes classes de 

proteínas de membrana com uma participação efetiva no mecanismo de ação. 

Atualmente, são conhecidos como receptores funcionais ou ligantes das toxinas 3D-Cry 

as proteínas pertencentes às famílias das caderinas (CAD), aminopeptidases N (APN), 

fosfatases alcalinas (ALP) (Zúñiga-Navarrete, F. et al., 2013), um glicoconjugado de 

270 kDa (BTR-270) e uma proteína de 252 kDa (P252), metaloproteases (ADAM), α-

glicosidases (Zhang, Q. et al., 2013), α-amilases (Fernandez-Luna, M.T. et al., 2010), 

simportador de sódio (Contreras, E. et al., 2013) e o cassete transportador de ligação ao 

ATP, C2 (Tanaka, S. et al., 2013). Além disso, glicolipídeos também estão associados à 

ligação com toxinas Cry em Nematódea (Pigott e Ellar 2007).  
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 As aminopeptidades N (APNs) são metaloproteases dependentes de zinco que 

clivam as extremidades N-terminais de cadeias polipeptídicas e tem uma participação 

primordial na digestão dos insetos (Terra, W.R. & Ferreira, C., 1994). A partir de 1994, 

APNs conectadas à membrana apical por âncoras do tipo glicofosfatidilinositol (GPI) 

passaram a ser identificadas como receptores para as toxinas Cry (Luo, K. et al., 1997; 

Valaitis, A.P. et al., 1995). Estas proteínas estão distribuídas em cinco classes e 

compartilham 61% de identidade na sequência de aminoácidos dentro de uma mesma 

classe, e 26-38% de identidade entre classes distintas (Herrero, S. et al., 2005). 

 Estas aminopeptidades N possuem sítios de N e O-glicosilações que são 

importantes para a interação com as toxinas. Os sítios de O-glicosilações podem variar 

de seis em B. mori, dez em M. sexta e 39 em H. armigera (Pigott, C.R. & Ellar, D.J., 

2007). As N-glicosilações da APN1 de M. sexta foram mapeadas por meio de 

espectrometria de massa, revelando cadeias incomuns para glicoproteínas de insetos 

(Stephens, E. et al., 2004) 

 A aminopeptidase N de M. sexta (120 kDa APN) foi a primeira identificada 

como receptor para as três toxinas Cry1A e, até o presente momento, é a mais estudada 

(Lucena, W.A., 2012). Este receptor liga-se às toxinas por dois sítios distintos de 

ligação. O primeiro é compartilhado pelas três toxinas, enquanto que o segundo é 

exclusivo para a Cry1Ac (Knight, P.J., Crickmore, N. & Ellar, D.J., 1994). Além disso, 

a ligação à Cry1Ac é inibida pela presença de GalNAc. 

 Fosfatases são hidrolases responsáveis pela remoção inespecífica do grupamento 

fosfato (desfosforilação) em diferentes moléculas. As fosfatases alcalinas (ALP) são 

ativas em pH básico e nos insetos, encontram-se mais frequentemente fixadas às 

membranas apicais das microvilosidades intestinais, podendo eventualmente serem 

encontradas em membranas basolaterais ou mesmo em solução (Lucena, W.A., 2012). 

A fosfatase alcalina melhor estudada em insetos foi isolada de B. mori e possui, assim 

como as aminopeptidases N, uma âncora do tipo GPI, um sítio de ligação ao zinco e N-

glicosilações (Terra, W.R. & Ferreira, C., 1994). 

 Embora menos estudadas que as CADs e APNs, as ALPs já foram descritas 

como receptores ou ligantes para as toxinas 3D-Cry em M. sexta, H. virescens, A. 

aegypti, Anopheles gambiae, Anthonomus grandis e em T. molitor. As ALPs de H. 

virescens (68 kDa) e de M. sexta (65 kDa), ambas com âncoras do tipo GPI, foram 
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validadas como receptores para a Cry1Ac e esta ligação foi relacionada à presença de 

N-oligossacarídeos com grupamentos Gal-NAc associados (Jurat-Fuentes, J.L. et al., 

2004; McNall, R.J. & Adang, M.J., 2003). 

 Os glicolipídeos têm sido identificados como receptores para as toxinas 3DCry 

entre os Nematódea, especificamente em trabalhos com linhagens de Caenorhabditis 

elegans resistentes às Cry5Ba (Griffitts, J.S. et al., 2005; Marroquin, L.D. et al., 2000). 

Mutações nos genes de uma glicosiltransferase foram associadas aos fenótipos de 

resistência e a sua contribuição na internalização das toxinas foi demonstrada por meio 

de ensaios de fluorescência com Cry5Ba marcada (Griffitts, J.S. et al., 2003; Kawar, 

Z.S., Van Die, I. & Cummings, R.D., 2002). BTR-270 é um glicoconjugado que foi 

isolado de L. díspar e apresentou uma afinidade de ligação para as Cry1Aa, Cry1Ab e 

Cry1Ac de 49 nM, 17 nM e 390 nM, respectivamente, e não se liga à Cry3Aa (Valaitis, 

A.P. et al., 2001).  

 Em B. mori, uma proteína de 252 kDa (P252) forma oligômeros de 985 kDa e 

tem afinidade de ligação de 28,9, 178,5 e 20,0 nM para as Cry1Aa, Cry1Ab e Cry1Ac, 

respectivamente (Hossain, D.M. et al., 2004). Adicionalmente, uma GPI-α-glicosidase 

de A. albimanus e uma metaloprotease (ADAM-3) de T. molitor, foram identificadas 

como ligantes para as toxinas Cry4Ba e Cry3Aa, respectivamente (Fernandez-Luna, 

M.T. et al., 2010; Ochoa-Campuzano, C. et al., 2007). 

1.2.5. Caderinas 

 As caderinas pertencem a uma superfamília de proteínas transmembrana 

dependentes de cálcio, com uma alta variedade e diversidade de funções, desde a adesão 

celular até a morfogênese (Pettitt, J., 2005). São proteínas filamentosas compostas 

estruturalmente por domínios repetidos (CRs – cadherin repeats) com cerca de 110 

resíduos de aminoácidos cada domínio. Caderinas normalmente apresentam cerca de 

cinco CRs, entretanto, já foram descritas caderinas com até 34 CRs (Angst, B.D., 

Marcozzi, C. & Magee, A.I., 2001; Dunne, J. et al., 1995). Estes domínios são formados 

por um sanduíche β com folhas-β antiparalelas que assumem uma topologia do tipo 

chave-grega (Jin, X. et al., 2012) e estão conectados entre si por alças e nas junções 

entre CRs adjacentes estão presentes os sítios de ligação ao cálcio, que formam uma 

haste rígida e conferem estabilidade à proteína (Gonzalez-Reyes, A., 2003). A primeira 

caderina identificada como ligante de uma toxina Cry foi isolada de Manduca sexta e 
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denominada de BT-R1 (Vadlamudi, R.K., Ji, T.H. & Bulla, L.A., Jr., 1993). 

Posteriormente, esta proteína foi clonada, sequenciada e validada como receptor para a 

toxina Cry1Ab (Vadlamudi, R.K. et al., 1995).  

 

 Por meio de ensaios de ligação com BT-R1 expressa em sistemas heterólogos de 

mamífero e inseto foi possível demonstrar que este receptor liga-se igualmente às 

Cry1Aa e Cry1Ac. Paralelamente, foi demonstrado que Cry1Aa e Cry1Ac inibem a 

ligação da Cry1Ab (Lucena, W.A., 2012). Outra caderina foi isolada de Bombxy mori 

(BtR175) e validada como um receptor para a Cry1Aa (Nagamatsu, Y. et al., 1999). A 

BtR175 apresenta uma identidade de 70% na sequência de aminoácidos com a caderina 

isolada de Manduca sexta (BT-R1) e uma afinidade de ligação de 4,0 nM com a 

Cry1Aa. Além disso, similarmente à BT-R1, as outras toxinas Cry1Ab e Cry1Ac 

competem pelo sítio de ligação da Cry1Aa (Tsuda, Y. et al., 2003). 

 

 Estudos com populações de Heliothis virescens resistentes à Cry1Ac 

possibilitaram a identificação de uma terceira caderina (Gahan, L.J., Gould, F. & 

Heckel, D.G., 2001), posteriormente denominada de HevCaLP e confirmada como 

receptor para as Cry1Aa, Cry1Ab e Cry1Ac, com diferentes afinidades de ligação 

(Jurat-Fuentes, J.L. & Adang, M.J., 2006; Jurat-Fuentes, J.L. et al., 2004; Xie, R. et al., 

2005). 

 

 Até o presente momento, cerca de 60 sequências nucleotídicas e 47 sequências 

proteicas de caderinas receptoras ou ligantes, de pelo menos uma toxina Cry, estão 

depositadas no National Center of Biotechnological Information (NCBI), isoladas de 13 

espécies de insetos-alvo: Manduca sexta (BT-R1), Bomboyx mori (BtR175), Heliothis 

virescens (HevCaLP), Tricoplusia ni, Helicoverpa armigera, Tenebrio molitor, Plutella 

xylostella, Ostrinia nubialis, Pectinophora gossypiella, Chilo suppressalis, Limantria 

dispar, Agrotis ipsilon, Spodoptera frugiperda e Aedes aegypti (Lucena, W.A., 2012) 
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 Os íons de Ca
2+

 tem importante função alostérica no mecanismo adesivo das 

caderinas (Sotomayor, M. & Schulten, K., 2008). Por serem proteínas filamentosas e em 

sua maioria grandes, as caderinas são permissíveis de se dobrar e aglutinar, dificultando 

a interação com outras caderinas e impossibilitando a adesão entre células. Acontece 

que isso também possibilita um maior controle para as células, uma vez que pode haver 

vantagens e desvantagens a se considerar para participar em adesão celular (Perez, T.D. 

& Nelson, W.J., 2004). O mecanismo pelo qual as células "ativam" suas caderinas para 

que estas exerçam sua função adesiva é por meio da presença de íons Ca
2+

 na matriz 

extracelular.  

 E um estudo usando dinâmica molecular, foram analisadas as diferença de 

flexibilidade de uma caderina ligada a íons de cálcio e na ausência desses (Sotomayor, 

M. & Schulten, K., 2008). Ficou claro que a caderina ligada a íons de Ca
2+

 é estável e 

tem uma estrutura mais enrijecida comparada à caderina simulada apenas em água. Esse 

foi o primeiro trabalho exemplificando dinamicamente a regulação alostérica do íons de 

cálcio no controle do enrijecimento e adesão celular mediada por caderinas. Antes disso 

caderinas epiteliais de camundongo haviam sido cristalizadas na presença de cálcio e 

suas estruturas caracterizadas (Nagar, B. et al., 1996). As regiões de ligação aos íons de 

cálcio são conservadas em grande parte das caderinas e localizam-se entre os repetidos 

domínios extracelulares (CRs) (Brasch, J. et al., 2012).  

 Enquanto múltiplos alelos de resistência podem ser identificados nos genes 

codificando o receptor primário caderina, experimentos mostram que mutações afetando 

os receptores secundários, de alta afinidade à toxinas Cry, não induzem resistências à 

essas toxinas. 
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1.2.6. Evolução 

 Diante dessa gama de toxinas, que apresentam tamanha diversidade de alvos, 

torna-se necessário tentar explicar como as diferentes cepas de Bt vieram a produzir 

toxinas com estrutura e função tão semelhantes, mas sequência de aminoácidos e 

mecanismos de ação tão diferentes. A melhor forma de tentar compreender a evolução 

de toxinas Cry é separá-las baseando-se em quatro possíveis mecanismos: transferência 

de plasmídeos, recombinação, adaptação evolutiva (mutações) e transposons (de Maagd, 

R.A. et al., 2003; Palma, L., Munoz, D., Berry, C., et al., 2014). 

 A maioria das cepas de Bt carregam extensos plasmídeos contendo genes 

codificadores de toxina em seu repertório (Agaisse, H. & Lereclus, D., 1995; Berry, C. 

et al., 2002; Loeza-Lara, P.D. et al., 2005; Mesrati, L.A., Tounsi, S. & Jaoua, S., 2005). 

O consenso científico é de que esses plasmídeos não promovem mobilização de maneira 

independente, uma vez que ainda não há evidencias suficientes sobre seus mecanismos 

de transferência. A exceção é o sistema de transferência mediada por conjugação, 

descrito para o plasmídeo pX016 de Bt, que é capaz de mobilizar plasmídeos 

codificando toxinas entre cepas de Bt (Andrup, L. et al., 1996; Jensen, G.B. et al., 1996) 

e entre Bt e Ls (Gammon, K. et al., 2006). A transferência de plasmídeos também foi 

relatada dentro de larvas infectadas (Jarrett, P. & Stephenson, M., 1990), no solo 

(Thomas, D.J.I. et al., 2000), rios (Thomas, D.J.I. et al., 2001) e superfície foliar 

(Gonzalez, J.M., Jr., Brown, B.J. & Carlton, B.C., 1982). A combinação de plasmídeos 

entre cepas tranconjugantes também foi usada para comercialização de produtos (Tabela 

2) e indica que plasmídeos de cepas diferentes podem ser compatíveis (Palma, L., 

Munoz, D., Berry, C., et al., 2014). O movimento de plasmídeos na natureza pode ser 

responsável pela descoberta de genes cry em espécies que não Bt, como em Ls (Jones, 

G.W. et al., 2007), Paenibacillus popilliae (Zhang, J. et al., 1997), Paenibacillus 

lentimorbus (Yokoyama, T., Tanaka, M. & Hasegawa, M., 2004) e Clostridium 

bifermentans (Barloy, F. et al., 1996), bem como a presença de genes cyt-relacionados 

em Erwinia e Dickea daddanii (Costechareyre, D. et al., 2010; Rigden, D.J., 2009). A 

transferência de plasmídeos pode explicar porque diferentes cepas de Bt, distribuídas 

em regiões geograficamente distintas, possuem cópias idênticas de um mesmo gene cry 

(Murawska, E., Fiedoruk, K. & Swiecicka, I., 2014; Palma, L., Munoz, D., Murillo, J., 

et al., 2014). 
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 Tanto genes cry quanto vip são sujeitos à forças evolucionárias de adaptação que 

direcionam sua evolução e especificidade (Wu, J. et al., 2007; Wu, J.Y. et al., 2007). 

Estudos filogenéticos sugerem que os genes que codificam as toxinas da família 3D-Cry 

evoluíram de um ancestral comum e que sua diversidade é impulsionada por mutações e 

recombinação homóloga (de Maagd, R.A. et al., 2003). Embora a nomenclatura de 

toxinas Cry (http://www.btnomenclature.info) (Crickmore, N. et al., 2014) seja feita 

utilizando a estrutura primária de protoxinas, o resultado da análise filogenética é 

diferente quando feita com a sequência de toxinas ativas (Figura 13), revelando 

diferentes relações entre famílias de certas toxinas Cry (Bravo, A., 1997; Bravo, A. et 

al., 2013; Crickmore, N., 2000; de Maagd, R.A., Bravo, A. & Crickmore, N., 2001). Por 

exemplo, Cry9Aa ativa (fragmento) não apresenta qualquer relação evolucionária com 

os fragmentos de Cry9Ba e Cry9Ca, indicando que a alta identidade de sequência da 

extensão C-terminal das respectivas protoxinas (toxina inteira) é a responsável pelo 

agrupamento conjunto entre essas toxinas (Bravo, A. et al., 2013). Uma análise 

filogenética mais detalhada, com base nos três domínios individuais (de Maagd, R.A., 

Bravo, A. & Crickmore, N., 2001), mostra que o domínio III de Cry9Aa tem a mesma 

origem que os domínios III das outras toxinas Cry9 (Ba, Ca, Da e Ea), enquanto o 

domínio I tem uma origem única e o domínio II uma similaridade com Cry24Aa (Figura 

15).  

 Essas informações enfatizam a contribuição da extensão C-terminal para a 

classificação das toxinas na atual nomenclatura, pois nem a mesma origem de um dos 

domínios (III) foi capaz de agrupar o fragmento da toxina Cry9Aa junto à sua família. O 

interessante é que a relação filogenética usando fragmentos de toxina gerou um 

agrupamento baseado na especificidade das toxinas à ordens de insetos alvos, com 

algumas exceções. Cry1B e Cry1I, que apresentam toxicidade específica à lepidópteras, 

foram agrupadas com Cry3, Cry7 e Cry8, que são tóxicas à coleópteras (Bravo, A., 

1997; Crickmore, N., 2000). Essa observação sugeria ser possível que proteínas da 

família Cry1I e Cry1B apresentassem toxicidade para coleópteras, o que foi 

posteriormente confirmado para ambas proteínas (Grossi-de-Sa, M.F. et al., 2007; 

Lopez-Pazos, S.A., Cortazar Gomez, J.E. & Ceron Salamanca, J.A., 2009; Martins, E.S. 

et al., 2008). Dessa maneira, conclui-se que as relações filogenéticas usando sequências 

de protoxinas não revelam como evoluiu a especificidade das toxinas Cry (Bravo, A. et 

al., 2013).  



 

61 

 

Figura 15: Relação filogenética de domínios 

individuais. Os troncos foram coloridos de 

acordo com a ordem de insetos-alvo 

especificamente alvejada pelas toxinas: em 

vermelho, toxinas específicas a coleópteras; 

verde, específicas a lepidópteras; azul, 

específicas a dípteras; magenta, específicas a 

nematoides; e amarelo, específicas a 

himenópteras.

 

(de Maagd, R.A., Bravo, A. & Crickmore, N., 

2001)
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 As toxinas da família 3D-Cry possuem algumas regiões com identidade 

significativa (Crickmore, N. et al., 1998), particularmente em cinco blocos conservados 

na sequência das toxinas ativas (Hofte, H. & Whiteley, H.R., 1989), e três blocos 

conservados espalhados pela extensão C-terminal de grandes protoxinas (Schnepf, E. et 

al., 1998)(Figura 13). Postula-se que essas regiões de conservação facilitam a 

recombinação entre os genes das toxinas. A ocorrência de tais rearranjos é corroborado 

pela aparente diferença nas taxas de evolução quando se analisa cada um dos três 

domínios (de Maagd, R.A., Bravo, A. & Crickmore, N., 2001)(Figura 15).  

 Domínio I e domínio II aparentam ter coevoluído pois apresentam árvores 

filogenéticas estruturalmente similares, com as principais ramificações correspondendo 

a um mesmo grupo de especificidade (ou toxicidade) à insetos. As árvores utilizando 

esses dois domínios também são muito similares às arvores geradas usando os 

fragmentos de toxinas (ativas), onde as famílias Cry1I e Cry1B e as toxinas Cry1Ka e 

Cry9Aa se encontram distantes dos grupos que lhe dão nome (Figura 15). 

Aparentemente, a coevolução desses dois domínios é quem direciona a especificidade 

de uma toxina a um dado inseto. Uma observação que corrobora com isso é que as 

ramificações da família Cry1I e a toxina Cry1Ba, ambas com toxicidade descritas para 

coleópteros e lepidópteros, encontram-se entre ramificações puramente específicas à 

coleópteros e lepidópteros (Figura 15).  

 Já a topologia da árvore filogenética baseada no D-III aparenta ter uma maior 

conservação da especificidade de toxinas à uma dada ordem de inseto. Observa-se que, 

com exceção das famílias tóxicas à coleópteros e da família Cry2, o restante dos grupos 

de especificidade (Lepidóptera, Díptera e Nematódea) estão mais uniformemente 

agrupados (Figura 15). Isso corrobora com o fato deste domínio possuir três blocos de 

sequências conservadas e ser o domínio com menos diversidade estrutural entre as 

toxinas 3D-Cry. No entanto, quando analisamos o D-III dentro de uma mesma família 

de toxinas nota-se uma maior promiscuidade. Por exemplo, Cry1Ac e Cry1Bd 

compartilham um D-III similar e de origem diferente ao de outras toxinas Cry1A e 

Cry1B. O mesmo é visto entre as toxinas Cry1Be, Cry1Cb e Cry1Eb, que possuem D-

III de mesma origem (Bravo, A. et al., 2013). Com base nessas informações foi 

proposto o mecanismo de "rearranjo do domínio III" para a evolução de toxinas Cry. 

Exemplos desse mecanismo podem ser vistos na Figura 16. Esse mecanismo implica, 

portanto, que o terceiro bloco conservado nas sequências de toxinas ativas é mais 
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propenso a sofrer recombinação, uma vez que ele está localizado na interface entre 

domínio II e III (Figura 13). Isso pode, por sua vez, ter alguma implicação na 

organização dos genes cry. 

 

(Bravo, A. et al., 2011) 

Figura 16: Exemplos naturais do rearranjo do domínio III. Cores representam similaridade de 

sequência de aminoácidos entre os três domínios de toxinas Cry.  

 

 Um trabalho visando a estudar a adaptação evolutiva em genes cry mostrou que 

alguns resíduos de aminoácidos de toxinas 3D-Cry estão sob seleção positiva (Wu, J.Y. 

et al., 2007), assim como a região C-terminal da toxina Vip3 (Wu, J. et al., 2007). A 

seleção positiva favorece a retenção de mutações que são benéficas a um individuo ou 

população. Vinte e quatro resíduos de 3D-Cry foram identificados sob seleção positiva e 

a maioria estão localizados nas regiões de loop (alças) do domínio II ou no domínio III, 

sugerindo que estas regiões possam estar envolvidas no reconhecimento de receptores. 

Baseado nessa observação, foi proposto que a alta divergência de sequências nessas 

regiões pode promover a rápida evolução aos receptores de insetos-alvo (Wu, J.Y. et al., 

2007). 

 A sequência do plasmídeo pBtoxis do Bti revela algumas características 

interessantes (Berry, C. et al., 2002). Seis dos sete genes de toxinas contidos nesse 

plasmídeo estão agrupados em uma região de aproximadamente 30-kb, dos 129-kb 

referente a sequência do plasmídeo inteiro. Por um lado isso pode permitir uma maior 
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taxa de recombinação devido à proximidade de genes individuais. Por outro, não há 

evidências de que essa região seja uma "ilha de patogenicidade" dentro do plasmídeo, já 

que as toxinas aparentam ser flanqueadas por sequências de transposons, o que, 

portanto, sugere que cada gene tenha sido adquirido independentemente. Gonzales e 

Carlton demonstraram que esse plasmídeo tem potencial para se rearranjar e recombinar 

com outros plasmídeos de formas diferentes, desde que submetido em uma cultura à 42 

o
C (González Jr, J. & Carlton, B.C., 1984). Além dos genes completos de toxinas, esse 

plasmídeo carrega o que aparenta ser fragmentos vestigiais de sequências codantes de 

toxinas (Berry, C. et al., 2002). Isso pode ser evidência da evolução de toxinas e pode 

representar fragmentos de genes que foram deixados para trás após eventos de 

recombinação ou transposição, pois cada fragmento vestigial possui uma sequência de 

transposon em sua proximidade (de Maagd, R.A. et al., 2003).  

 Por fim, a maioria dos genes de toxina Bt estão localizados próximos a 

sequências relacionadas com transposição (Mahillon, J. et al., 1994). Isso proporciona 

meios óbvios para a mobilização de sequências de toxinas entre plasmídeos e genoma 

do hospedeiro, bem como permite a montagem de novas combinações de genes cry 

dentro de uma mesma cepa de Bt (de Maagd, R.A. et al., 2003). 

 Embora existam vários fatores que podem contribuir para a habilidade do Bt em 

amplificar a diversidade de suas toxinas, parece haver um limite para as variações de 

uma mesma toxina. Almond e Dean mostraram que muitas variantes quiméricas da 

família Cry1A, geradas por recombinação, são sensíveis à degradação por proteases de 

bactérias (Almond, B.D. & Dean, D.H., 1994). O fato de que a maioria dos genes 

identificados na natureza codificam toxinas com atividade sugere uma forte pressão 

seletiva para que estas mantenham sua atividade, embora esse mecanismo de seleção 

ainda não esteja claro.  

1.2.7. Regulação Gênica 

 As primeiras regulações gênicas ocorrerem no nível transcricional e no caso das 

toxinas Cry podemos dividi-la em dois tipos, de acordo com o mecanismo: dependentes 

de esporulação, onde genes cry são controlados pelos fatores sigma SigK e/ou SigE; e 

independente de esporulação, onde genes cry estão sob controle do fator de crescimento 

vegetativo SigA (Agaisse, H. & Lereclus, D., 1995). 
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 A esporulação nas espécies de Bacillus inicia com a divisão assimétrica da 

célula em duas partes: a célula-mãe e o endósporo primordial (Figura 1 e Figura 17). No 

organismo modelo, B subtillis (Bs), esse processo é regulado espacialmente e 

temporalmente por um conjunto de fatores para RNA polimerases: os fatores sigma 

vegetativos, SigA e SigH, durante a fase anterior à divisão assimétrica; SigE e SigK, na 

célula mãe; e SigF e SigG, no endósporo primordial (Piggot, P.J. & Hilbert, D.W., 

2004). Fatores sigma homólogos (SigA, SigH, SigE, SigK, SigF e SigG) foram 

descritos em Bt e assume-se que o processo de esporulação em Bt é basicamente o 

mesmo de Bs (Aronson, A., 2002; Lereclus, D. & Agaisse, H., 2000; Wang, J. et al., 

2013). Muitos dos genes cry foram definidos como dependentes de esporulação por 

terem sua transcrição controlada principalmente pelos fatores sigma específicos da 

célula-mãe, SigE e SigK. São os casos dos genes cry1 (Bravo, A. et al., 1996; Yang, H. 

et al., 2012), cry4 (Dervyn, E. et al., 1995; Piggot, P.J. & Hilbert, D.W., 2004; 

Yoshisue, H. et al., 1995), cry8 (Du, L. et al., 2012), cry1 (Poncet, S. et al., 1997) e 

cry18 (Zhang, J. et al., 1998). 

 

(Deng, C. et al., 2014) 

Figura 17: Diferentes padrões na produção de inclusões cristalinas em Bt. (A) Cepa D73 com o 

fenótipo típico, produzindo o esporo na célula-mãe. (B) Cepa YBT-020, o cristal é produzido entre o 

exoesporium e o invólucro esporal. (C) Cepa LM1212, o cristal é produzido em diferentes subpopulações 

celulares. As setas indicam o exosporo. 

 

 A transcrição é iniciada por SigE no estágio inicial da esporulação e continuada 

por SigK no estágio tardio (Lereclus, D. & Agaisse, H., 2000). A ativação sucessiva 

destes dois fatores sigma na célula-mãe assegura uma transcrição intensa e contínua dos 

genes cry, o que permite a produção massiva de proteínas Cry durante a esporulação 

(Deng, C. et al., 2014). A transcrição de uma minoria de genes dependentes de 

esporulação, notavelmente cry15A e cry2, é controlada apenas por SigE (Brown, K.L., 
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1993; Widner, W.R. & Whiteley, H.R., 1989). Logo, estes genes são expressos por um 

período relativamente menor que genes regulados ambos por SigE e SigK (Aronson, A., 

2002). A transcrição do gene sigE, por sua vez, é estimulada quando há uma alta 

expressão induzida (superexpressão) de polifosfato quinase (PPK). Como esperado, 

constataram que a superexpressão de PPK também aumenta indiretamente a produção 

de proteínas Cry reguladas por SigE (Doruk, T. et al., 2013). 

 Alguns dos genes cry citados acima (1, 4, 8 e 11) também podem ser fracamente 

expressos ao final da fase vegetativa devido à iniciação da transcrição pelo fator sigma 

vegetativo SigH (Du, L. et al., 2012; Pérez-García, G., Basurto-Ríos, R. & Ibarra, J.E., 

2010; Poncet, S. et al., 1997; Yoshisue, H. et al., 1995). A região promotora ao qual 

SigH se liga nesses genes está localizada à montante dos promotores dependente de 

SigE e SigK em cry1Ac (Pérez-García, G., Basurto-Ríos, R. & Ibarra, J.E., 2010); 

sobreposto ao promotor dependente de SigE em cry4 e cry11 (Poncet, S. et al., 1997; 

Yoshisue, H. et al., 1995); e na região intergênica entre a CDS de cry8E e um gene à 

montante, chamado orf1 (Du, L. et al., 2012). Portanto, não existe um modelo único que 

descreva a regulação da transcrição para todos os genes cry e os diversos padrões de 

expressão observados durante a esporulação dependem da combinação de promotores 

(Deng, C. et al., 2014). 

 A proteína Spo0A é a principal reguladora da célula para o inicio da esporulação 

em Bs (Molle, V. et al., 2003). A forma fosforilada de Spo0A (Spo0A-P) se liga à uma 

sequência de DNA conhecida como "0A-box" e atua tanto como repressor de alguns 

genes expressos no crescimento vegetativo, quanto como ativador de genes específicos 

à esporulação (Molle, V. et al., 2003). A regulação temporal e espacial de genes durante 

a esporulação de Bt é similar à de Bs, e a proteína Spo0A de Bt e Bs são homólogas 

(Lereclus, D. et al., 1995). Além disso, sequências de DNA similares ao "0A-box" 

foram encontradas à montante de alguns genes cry (4A, 4B e 11A) em Bti (Poncet, S. et 

al., 1997). Aparentemente, Spo0A pode regular negativamente (reprimir) e 

positivamente (ativar) a expressão de genes cry dependentes de esporulação, como foi 

mostrado para cry11A e cry1Ac, respectivamente (Poncet, S. et al., 1997; Yang, H. et 

al., 2012). No entanto, em todos os casos a expressão de genes esporulantes foi bem 

mais reduzida em mutantes de spo0A do que na cepa selvagem. Isso indica que a 

proteína Spo0A apresenta funções diferentes durante a fase de transição comparado à 

esporulação, onde na primeira exerce uma modulação moderada (ativação e repressão) e 
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na última uma ativação mais intensa de fatores sigma específicos à genes dependentes 

de esporulação (Deng, C. et al., 2014). 

 Diferentemente dos genes dependentes de esporulação, a transcrição do gene 

cry3 inicia-se durante o final do crescimento vegetativo e continua por algumas horas 

durante a fase estática. Ele é regulado pelo promotor vegetativo de SigA e sua expressão 

é maior em mutantes spo0A e spo0F, ambos defectivos para esporulação, do que em 

cepas selvagens (Agaisse, H. & Lereclus, D., 1994a, 1995; Lereclus, D. et al., 1995; 

Malvar, T. & Baum, J.A., 1994). Até a descoberta de uma cepa incomum de Bt, os 

genes cry3 eram os únicos exemplos de genes cry independentes de esporulação (Deng, 

C. et al., 2015). 

 A cepa LM1212 apresenta um fenótipo único e bastante intrigante: em sua 

população existe a diferenciação entre células produtoras de esporo e células produtoras 

de cristais. Portanto, os cristais de toxinas são produzidos em uma subpopulação de 

células que não esporulam, ao invés de no compartimento da célula-mãe de células 

esporulantes (Figura 17). A análise transcricional dos genes cry LM1212 revelou uma 

expressão temporal similar à de cry3. O mais interessante foi a descoberta de que 

existem subpopulações não esporulantes em todas as espécies de Bacillus que 

transcrevem os genes cry LM1212, mas essa subpopulação é muito menor em outras 

cepas que não a LM1212. (Deng, C. et al., 2015) Além disso, os genes cry LM1212 não 

são controlados pelos fatores sigma dependentes de esporulação, SigE e SigK, e tratam-

se de genes independentes de esporulação controlados por um novo mecanismo 

transcricional (Deng, C. et al., 2014). 

 Outros mecanismos que regulam a expressão de genes cry são as sequências de 

repetição invertida, como as encontradas em genes cry1A, e a estabilização do RNA 

mensageiro por moléculas protetoras (Agaisse, H. & Lereclus, D., 1994b, 1995, 1996; 

Mathy, N. et al.; Wong, H.C. & Chang, S., 1986). 
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1.3. Justificativa 

 A crescente evolução de resistência à cultivares Bt nas lavouras foi documentada 

para pelo menos 13 espécies diferentes de insetos (Tabashnik, B.E., Brevault, T. & 

Carriere, Y., 2013). Uma alternativa para a busca e isolamento de novas cepas de Bt na 

natureza é a evolução genética in vitro e engenharia ab inito de toxinas Cry, almejando-

se aumentar a toxicidade contra pestes específicas, matar novos alvos ou recuperar a 

toxicidade no caso de surgir resistência na agricultura (Pardo-Lopez, L. et al., 2009). 

 Vários grupos de pesquisa têm concentrado esforços durante as últimas três 

décadas para elucidar aspectos relativos ao mecanismo de ação das δ-endotoxinas no 

nível molecular, desde a contribuição efetiva de cada domínio ou fragmento das toxinas 

até os eventos conformacionais e interações destas com a membrana intestinal, que 

ocorrem desde a ativação da protoxina até a morte celular. O resultado deste esforço é 

uma vasta produção bibliográfica que versa sobre o tema com muitas evidências 

experimentais, obtidas por diversas metodologias. Todavia, é importante observar que 

parte dos dados disponíveis na literatura está fora de sincronia, muitas vezes difícil de 

serem comparados e são pouco conclusivos. Neste âmbito, é importante haver 

compilações que fornecem uma visão geral dos mecanismos propostos para explicar o 

modo de ação e também a interação das toxinas com moléculas dos insetos-alvo. 

 

 Tradicionalmente, o desenvolvimento de biopesticidas baseados em toxinas Cry 

tem dependido da amostragem de toxinas, com atividade para uma dada pestes-alvo, por 

meio de isolados naturais de B. thuringiensis. Devido à sua importância agronômica 

como pesticida, há tempos almeja-se desenvolver um método para a engenharia de 

toxinas Cry com atividade inseticida aprimorada e que apresentem um menor espectro 

de pragas-alvo. Enquanto a controvérsia permanece em relação ao modo de ação do 

mecanismo citotóxico das toxinas Cry, este trabalho procura caracterizar o modo de 

ação pelo qual toxinas Cry se ligam ao receptor primário tipo caderina, BT-R1. 

Argumenta-se que a ligação a esse tipo de receptor é descrita como crucial para o 

desenrolar de eventos que culminam na perda da α-hélice 1 e subsequente morte celular, 

bem como é nessa etapa em que a especificidade ao inseto está mais claramente 

definida. 
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1.4. Objetivo Geral 

O objetivo geral deste trabalho é propor um modelo estrutural capaz de 

comparar os dados prévios da literatura e inferir novas hipóteses para a interação entre 

as toxinas da família Cry1A e o receptor tipo caderina BT-R1. 

 

1.5. Objetivos Específicos 

 Identificar as interações in silico entre receptor e ligante nos modelos obtidos. 

 Relacionar as regiões de ligação dos modelos com as regiões putativas de outras 

toxinas da família Cry1A e outros receptores tipo caderina. 

 Sugerir quais regiões da toxina são responsáveis por determinar sua 

especificidade ao receptor e utilizar essas regiões em uma análise evolutiva para 

entender como as toxinas 3D-Cry adquiriram toxicidade à tantas ordens de 

insetos e de maneira tão específica.  

 Avaliar se o modelo é corroborado em experimentos in-vitro e selecionar o 

modelo mais provável para ser utilizado em um futuro banco de dados para 

engenharia de toxinas Cry.  

 Organizar de maneira concisa os mais de 100 anos dedicados a pesquisa com 

Bacillus thuringiensis e suas toxinas em uma revisão. 
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Capítulo 2 

 

 

Modelagem por Homologia 

e Docking 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

      DAS UTOPIAS 

      Se as coisas são inatingíveis... ora! 

      Não é motivo para não querê-las... 

      Que tristes os caminhos, se não fora 

      A presença distante das estrelas! 

 

         - Mário Quintana 
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2.1. Conceito 

2.1.1. Modelagem por Homologia 

 A técnica de Modelagem por Homologia (MpH), ou modelagem comparativa, 

consiste em criar um modelo tridimensional de resolução atomística para uma proteína-

alvo a partir de sua sequência de aminoácidos. Para isso é necessário uma estrutura de 

referência (template, ou molde), a qual a sequência de aminoácidos da molécula-alvo 

será alinhada. Quanto maior a identidade de aminoácidos entre a molécula-alvo e a 

referência, melhor é a acurácia e qualidade do modelo. Dessa maneira, os aminoácidos 

da molécula-alvo são mapeados para as coordenadas cartesianas dos aminoácidos aos 

quais cada um está alinhado na estrutura de referência, ou seja, recebem a localização 

tridimensional dos aminoácidos templates. O conceito por trás disso é que as estruturas 

proteicas são mais facilmente conservadas do que a sequência de aminoácidos, entre 

duas proteínas homólogas. No entanto, estruturas de referência que contenham menos 

de 20% de identidade com a molécula-alvo podem não representar essa conservação de 

estrutura e, portanto, apresentar estrutura tridimensional distinta. 

2.1.2. Docking Molecular 

 A técnica de docking molecular (DM) pode ser usada para modelar a interação 

atômica entre macromoléculas, o que nos permite caracterizar o comportamento de 

moléculas no sítio de ligação de proteínas, bem como elucidar processos bioquímicos 

fundamentais (Brooijmans, N. & Kuntz, I.D., 2003; Morris, G. & Lim-Wilby, M., 

2008). O processo de docking envolve dois passos básicos: a predição das 

conformações, posições e orientações do ligante dentro do sítio ativo (usualmente 

conhecido como "pose") e a avaliação da afinidade de ligação (usualmente medida por 

meio de energia livre). Esses dois passos estão relacionados com métodos de 

amostragem e sistemas de pontuação, respectivamente (Meng, X.Y. et al., 2011). 

 A primeira explicação para o mecanismo de ligação entre receptor e ligante foi a 

teoria de chave-fechadura proposta por Fischer (Fischer, E., 1894), em que o ligante se 

encaixa no receptor da mesma forma que uma chave cabe uma fechadura. Os primeiros 

métodos computacionais de docking relatados (Kuntz, I.D. et al., 1982) foram baseados 

nessa teoria e ambos receptor e ligante foram adequadamente tratados como corpos 

rígidos. Depois a teoria de "encaixe induzido" (Hammes, G.G., 2002; Koshland, D.E., 
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Jr., 1963), criada por Koshland, levou a teoria de chave-fechadura um passo adiante, 

afirmando que o sítio ativo de proteínas estão continuamente sendo remodelados por 

interações com o ligante enquanto este interage com a proteína. Essa teoria sugere que o 

ligante e o receptor devem ser tratados como flexíveis durante um docking. 

Consequentemente, isso poderia descrever os eventos de ligação com mais precisão que 

um tratamento rígido (Kitchen, D.B. et al., 2004; Meng, X.Y. et al., 2011). 

 Essencialmente, o objetivo do DM é predizer a estrutura do complexo receptor -

ligante usando métodos computacionais (Kitchen, D.B. et al., 2004). O docking pode 

ser alcançado por meio de duas etapas inter-realcionadas : primeiro selecionando as 

poses (conformações) do ligante no sitio ativo da proteína; e depois ranqueando essas 

poses por meio de uma função de pontuação (Morris, G. & Lim-Wilby, M., 2008). 

Idealmente, os algoritmos de amostragem devem ser capazes de reproduzir a pose com 

modo de ligação experimental e a função de pontuação deve ser capaz de ranqueá-la 

como o melhor entre todas as poses geradas.  

2.2. Material & Métodos 

2.2.1. Obtenção de modelos por homologia de sequência 

 Para este estudo, foram selecionadas as sequências de Cry1Ab (AEV45790.1) e 

BT-R1 (AAG37912.1) depositadas no banco de proteínas do NCBI (Anexo 1 da Seção 

I). O primeiro passo antes de iniciar a modelagem é gerar uma predição da estrutura 

secundária da sequência de resíduos de aminoácidos da proteína de interesse. É ideal 

fazer três predições para se obter um consenso. Os três servidores usados para gerar a 

predição de estrutura secundária de todas as proteínas deste trabalho foram PSIPRED 

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) (Buchan, D.W. et al., 2013), Phyre 2.0 

(www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/) (Kelley, L.A. & Sternberg, M.J.E., 2009) e Jpred4 

(http://www.compbio.dundee.ac.uk/jpred4/) (Cole, C., Barber, J.D. & Barton, G.J., 

2008).   Além disso foi obtido uma predição da fronteira entre domínios usando o 

servidor ThreaDom Online (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ThreaDom/ )(Xue, 

Z. et al., 2013). 

 Com base nas predições de estrutura secundária e domínios, a sequência de 

aminoácidos das proteínas foram fragmentadas da seguinte maneira: inteira (sequência 

completa), domínios e grupos de estrutura secundária (e.g. apenas regiões de α-hélices, 
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apenas regiões de folhas-β, regiões com mistura de estruturas α e β). Todos esses 

fragmentos de sequência foram então submetidos individualmente aos servidores de 

modelagem automática: LOMETS (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/LOMETS/) 

(Wu, S. & Zhang, Y., 2007), SWISS-MODEL (http://swissmodel.expasy.org/) (Biasini, 

M. et al., 2014; Kiefer, F. et al., 2009), M4T 3.0 (http://manaslu.aecom.yu.edu/M4T/) 

(Fernandez-Fuentes, N. et al., 2007) e para o servidor QUARK 

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/QUARK/) (Xu, D. & Zhang, Y., 2012). Desses, 

apenas o QUARK faz a modelagem de estrutura ab initio (sem estrutura template), o 

restante utiliza a técnica de modelagem por homologia. 

 Todos os modelos, relativos a todos os fragmentos, foram analisados quanto aos 

seus ângulos phi (Φ) e psi (Ψ) em gráficos de Ramachandran gerados pelo servidor 

RAMPAGE (http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php) (Lovell, S.C. et al., 

2003) e quanto ao erro local dos resíduos de aminoácidos no servidor ProSA-Web 

(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) (Wiederstein, M. & Sippl, M.J., 

2007). 

 Todos os modelos apresentando < 2% de ângulos Φ e Ψ em posição proibida, 

estrutura secundária condizente com as predições e/ou modelos apresentando Z-score 

dentro da região permitida, de acordo com o ProSA, foram selecionados para 

modelagem usando o programa MODELLER v9.11 (Webb, B. & Sali, A., 2014a, 

2014b) por meio de um script e um arquivo de alinhamento (Anexo 1 da Seção I). Para 

cada um desses modelos selecionados, foi selecionado também o respectivo template 

que lhe deu origem, fornecido pelos servidores de modelagem automática. As 

sequências de cada fragmento e templates selecionados foram alinhadas usando o 

MUSCLE (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) (Edgar, R.C., 2004). Esse 

alinhamento (Anexo 1 da Seção I) e os arquivos PDB referentes a cada sequência nele 

contido foram usados em diversas combinações para produção de modelos inteiros e/ou 

pedaços truncados da proteína-alvo. Um modelo do script utilizado no MODELLER 

para produção desses modelos pode ser visto no Anexo 1 da seção I. Os modelos 

produzidos foram todos analisados no servidor QMEAN 

(http://swissmodel.expasy.org/qmean/cgi/index.cgi ) (Benkert, P., Kunzli, M. & 

Schwede, T., 2009; Benkert, P., Tosatto, S.C. & Schomburg, D., 2008) e Molpropity 

(http://molprobity.biochem.duke.edu/) (Chen, V.B. et al., 2010; Davis, I.W. et al., 

2007). Os melhores modelos foram novamente selecionados e submetidos aos 
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servidores de refinamento KoBaMIN (http://csb.stanford.edu/kobamin/)        

(Rodrigues, J.P., Levitt, M. & Chopra, G., 2012), 3Drefine 

(http://sysbio.rnet.missouri.edu/3Drefine/) (Bhattacharya, D. & Cheng, J., 2013), 

ModRefiner (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ModRefiner/) (Xu, D. & Zhang, Y., 

2011) e Yasara (http://www.yasara.org/minimizationserver.htm) (Krieger, E. et al., 

2009), e posteriormente reanalisados no QMEAN e Molprobity para constatar se houve 

melhora com o refinamento. Os melhores modelos refinados foram usados como 

templates para outra rodada de modelagem no MODELLER, usando diferentes graus de 

desvios (opção "deviation" do Anexo 1) e diferentes combinações de estruturas. Para 

resolver os ângulos Φ e Ψ de aminoácidos ou regiões pontuais antes de rodar a 

modelagem, foi utilizado o Coot for Windows (Debreczeni, J.E. & Emsley, P., 2012; 

Emsley, P. & Cowtan, K., 2004) ou o Pymol no modo editor (Labby, K.J., 2013). Esse 

processo foi feito repetidas vezes até a obtenção de uma estrutura tridimensional 

completa da proteína-alvo que respeitasse as predições de estruturas secundárias e 

domínios preditas, um gráfico de Ramachandran cotendo <1% de ângulos Φ e Ψ em 

posição proibida, QMEAN-score > 0,5 e parâmetros geométricos muito próximos dos 

estabelecidos pelo Molprobity como ideais (amarelos e verdes, ou minimamente 

vermelhos). Um resumo das etapas de modelagem pode ser visto no fluxograma da 

Figura 19. 

  As proteínas modeladas utilizando o método acima foram: BT-R1 (receptor 

tipo-caderina de Manduca sexta, ordem: Lepidóptera), CadHa (receptor tipo-caderina de 

Helicoverpa armigera, ordem: Lepidóptera), CadHs23 (caderina de Harpegnathos 

saltator, ordem: Himenóptera), CadTc23 (receptor tipo-caderina de Tribolium 

castaneum ordem: Coleóptera) a toxina Cry1Ab de Bt. As estruturas cristalográficas de 

Cry1Aa (PDB ID 1CIY) e Cry1Ac (PDB ID 4ARX) foram usadas como referência para 

a modelagem de Cry1Ab e as caderinas de Mus musculus (PDB ID 1EDH, 1NCJ, 

3LND, 3Q2V, 3Q2W e 3MVS) e de Xenopus laevis (PDB ID 1L3W) , acrescidas de 

heteroátomos de cálcio, foram usadas em diferentes combinações durante a primeira 

modelagem das caderinas citadas acima (Anexo 1 da seção I). As caderinas são 

proteínas de membrana e portanto podem ser divididas em quatro regiões: uma porção 

N-terminal extracelular (ECs ou CRs), um domínio próximo a membrana (MPED), uma 

região transmembrana (TM) e uma região citosólica C-terminal (CYTO) (Figura 18).  
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(Ibrahim, M.A. et al., 2010) 

Figura 18: Ilustração da estrutura de caderinas. A região putativa de ligação às toxinas Cry (TBRs) 

são mostradas para uma caderina de díptera (vermelho), lepidóptera (verde) e coleóptera (amarelo). 

 

 No caso das caderinas que atuam como receptores para toxinas 3D-Cry, apenas a 

região extracelular entra em contato com a toxina. Portanto, apenas os últimos cinco 

CRs (CR8-CR12) foram modelados para reproduzir a interação das toxinas 3D-Cry, já 

que neles estão contidas as regiões preditas como de ligação às toxinas (TBRs) (Dorsch, 

J.A. et al., 2002; Hua, G., Jurat-Fuentes, J.L. & Adang, M.J., 2004). A toxina Cry1Ab 

foi modelada apenas para seu fragmento ativo. As informações sobre as sequências 

modeladas estão na Tabela 5. 
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Modelo Acesso  Região 

Cry1Ab AEV45790.1 33-610 
BT-R1 AAG37912.1 882-1450 

CadHa ACZ06065.1 889-1457 
CadTc23 EEZ99177.1 1014-1572 

CadHs23 EFN81180.1 1060-1610 

   Tabela 5: Número de acesso e região das sequências modeladas. 

 

 

Figura 19: Fluxograma do método de modelagem por homologia. 
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2.2.2. Gerando modelos de interação  

 Os dockings foram realizados no servidor ClusPro 2.0 (http://cluspro.bu.edu/) 

usando as opções padrões, sem qualquer restrição ou direcionamento entre moléculas 

(Comeau, S.R. et al., 2004a, 2004b; Kozakov, D. et al., 2006). As caderinas foram 

submetidas ao docking com e sem íons de Ca
2+

 posicionados entre seus domínios 

extracelulares (CRs). 

 O ClusPro faz uma avaliação de energia livre empírica que permite que o 

resultado do algoritmo de correlação de Fourier seja rapidamente filtrado usando uma 

combinação de energia de dessolvatação e energia eletrostática (calculadas usando um 

potencial de Coulomb). Essa abordagem resulta em algumas estruturas próximas às 

nativas passando pelo filtro, enquanto elimina muito dos falsos positivos. O passo 

seguinte tira vantagem do fato de que a paisagem de energia livre (Figura 20) exibe seu 

mais amplo e profundo poço (poço à direita) perto da estrutura nativa, inferido como o 

mínimo global, com vários mínimos locais espalhados pela paisagem de energia, que 

são poços mais estreitos e rasos que o mínimo global (poços à esquerda), (Comeau, S.R. 

et al., 2004a).  

 

Figura 20: Representação de uma paisagem de energia livre. A seta verde indicia o poço com menor 

energia livre na paisagem, ou mínimo global. A seta vermelha indica um poço de mínimo local. Próximo 

ao mínimo global em uma paisagem de energia livre existem muitos mínimos locais, de maneira que eles 

podem ser facilmente agrupados.  
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 Assim, para melhor discriminar (i.e. eliminar falso positivos), as estruturas 

putativas são agrupadas com o grupo mais populoso ao centro, e assume-se que este 

grupo possui estruturas com uma interface de ligação mais próxima à nativa (Camacho, 

C.J. et al., 1999). Esse método é remanescente do trabalho de Shortle et al. para a 

predição de estrutura de proteínas, onde a conformação nativa foi vista como àquela 

com maior número de vizinhos estruturais, ou seja, o grupo contendo o maior número 

de estruturas com mínimos locais é geralmente o grupo que contém a estrutura nativa ao 

centro (Shortle, D., Simons, K.T. & Baker, D., 1998). 

 

 O servidor de docking ClusPro participa do CAPRI (Avaliação Crítica da 

Predição de Interações) (Janin, J. et al., 2003) desde 2004. Para cada alvo testado 

durante o CAPRI, os servidores devem submeter modelos em 48h. O ClusPro realiza 

três passos computacionais: (1) docking rígido usando transformada rápida de Fourier 

(FFT); (2) Um agrupamento das estruturas geradas baseado no RMSD (Root Mean 

Square Deviation; quantificação da deformação média da estrutura em comparação à 

referencia do ponto inicial); (3) refinamento das estruturas relacionadas (Kozakov, D. et 

al., 2013). Os resultados do CAPRI 2013 mostram que o servidor gera de forma 

confiável modelos aceitáveis ou de precisão média para alvos de dificuldade moderada. 

A qualidade dos dockings automáticos realizados pelo ClusPro é muito próxima à dos 

melhores grupos humanos de pesquisa em predição, incluindo os próprios inventores do 

servidor. Apenas duas das seis tentativas manuais de refinamento usando minimização 

de Monte Carlo apresentou melhora significativa na precisão dos complexos gerados 

pelo ClusPro. Por fim, o melhor modelo ranqueado pelo Cluspro foi aceitável ou de 

qualidade superior para todos os seis alvos testados nessa rodada do CAPRI. Além 

disso, o melhor modelo ranqueado também foi o de mais alta qualidade para cinco 

dentre os seis alvos, confirmando que o ranqueamento dos modelos baseado no tamanho 

de agrupamentos pode confiavelmente identificar as melhores conformações próximas à 

nativa (Kozakov, D. et al., 2013). 

 

 Com base nas informações acima, foram submetidas para docking no ClusPro 

estruturas obtidas por Modelagem por Homologia (MpH) e de Cristalografia de Raios-X 

(CRX). As combinações de receptor x ligante foram : 
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    1. BT-R1 (MpH) x Cry1Aa (CRX) 

    2. BT-R1 (MpH) x Cry1Ab (MpH) 

    3. BT-R1 (MpH) x Cry1Ac (CRX) 

 O ClusPro ranqueou 120 modelos para cada uma das combinações, baseando-se 

em potencial eletrostático e forças de Van der Waals (VdW). A totalidade de 720 

modelos (360 com e 360 sem íons de Ca
2+

) foram analisados no programa Pymol 

(DeLano, W.L., 2004, 2009; DeLano, W.L. & Lam, J.W., 2005) e filtrados de acordo 

com dados experimentais relatados na literatura (Abdul-Rauf, M. & Ellar, D.J., 1999; 

Chen, J. et al., 2007; Chen, X.J. et al., 1995; Rajamohan, F. et al., 1995; Rajamohan, F., 

Alzate, O., et al., 1996; Rajamohan, F., Hussain, S.R., et al., 1996; Xie, R. et al., 2005). 

Dois modelos distintos satisfizeram as condições do filtro para a interação entre o 

receptor e ligante.  

2.3. Resultados e Discussão  

 Todas as caderinas utilizadas nesse trabalho foram modeladas com íons de cálcio 

ligados às regiões entre as CRs, conforme descrito por Sotomayor e Schulten 

(Sotomayor, M. & Schulten, K., 2008). O motivo disso é que na ausência de íons de 

cálcio as CRs tem uma estrutura flexível e variável. Outro fator é que a estrutura rígida 

da caderina tem uma superfície maior para interagir com toxinas Cry, uma vez que 

menos áreas de contato estão disponíveis em uma caderina dobrada. A qualidade dos 

modelos de BT-R1 e Cry1Ab está apresentada na Figura 21.  

 O docking, no entanto, foi realizado com ou sem a presença de Ca
2+

 ligados à 

caderina, afim de avaliar a influência destes na interação com a toxina. Como as 

caderinas modeladas possuem cinco CRs que formam uma proteína filamentosa, existe 

uma extremidade N- e C-terminal bem definida (Figura 18). A região que se liga às 

toxinas 3D-Cry, conforme descrito na literatura, é equivalente à extremidade C-terminal 

nas caderinas modeladas (Dorsch, J.A. et al., 2002; Hua, G., Jurat-Fuentes, J.L. & 

Adang, M.J., 2004). A primeira filtragem dos complexos gerados pelo ClusPro foi feita 

selecionando os modelos que estavam interagindo na extremidade terminal. 

Notavelmente, o docking realizado com íons Ca
2+

 gerou mais complexos interagindo na 

extremidade C-terminal do que o docking realizado na ausência deste íon. A segunda 

filtragem foi com base nos relatos da literatura (seção 2.2.2.). Dessa forma, foram 
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selecionados modelos contendo os loops α8, 2 e 3, do D-II, e a região β15-β16, do D-III 

(Ibrahim, M.A. et al., 2010), na interface de interação com a caderina.  

 

Figura 21: Gráfico de Ramachandran pra BT-R1 (esquerda) e Cry1Ab (direita). Pontos legendados 

são resíduos com ângulos Φ e Ψ proibidos. O modelo de BT-R1 atingiu 97% de regiões favoráveis e o de 

Cry1Ab, 98%. 

 

 Após a segunda filtragem, dois modelos, doravante denominados Dock1 e 

Dock2, satisfizeram o filtro de seleção. O modelo Dock2 foi obtido apenas em 

complexos formados por Cry1Ab e BT-R1 ligado a Ca
2+

, enquanto Dock1 foi obtido em 

todas as tentativas de dockings e apresenta várias poses equivalentes em toda a 

população de complexos coletados. Considerando os complexos formados por Cry1Ab, 

as regiões que participam da interface de interação em ambos modelos são as mesmas, 

com duas exceções: a participação do loop 2 (D-II) de Cry1Ab na interface é exclusiva 

do Dock1 e a participação da região 1421QTGVLTLNFQ1431 (CR12) de BT-R1 é 

exclusiva do Dock2. Esta última região foi descrita em alguns trabalhos como sendo 

importante para a ligação da caderina às toxinas de Bt (Gomez, I. et al., 2006; Peng, D., 

Xu, X., Ruan, L., et al., 2010; Peng, D., Xu, X., Ye, W., et al., 2010; Xie, R. et al., 

2005).  

 Xie et al. (2005) descreveram a região 1421QTGVLTLNFQ1431, da caderina de 

Heliothis virescens, como a região de ligação ao loop 3 (D-II) de Cry1Ac, e foram além 

afirmando que os resíduos L1425 e F1429 são essenciais para a interação entre esses 

epitopos. Gomez et al. (2006), por sua vez, sequenciaram a região CDR1-L de um 



 

81 

 

anticorpo específico para o loop 3 de Cry1Ab e descobriam tratar-se do epitopo 

QASQSIVS. Por homologia e similaridade hidropática, eles associaram esse epitopo 

com a região 1412NAQTGVLT1419 do receptor BT-R1 e com a região 

1421QTGVLTLNFQ1431 da caderina de Heliothis virescens, corroborando com os dados 

obtidos por Xie et al. (2005).  

 "Hidropaticidade" é a energia livre da transferência de um aminoácido do 

ambiente hidrofóbico para o ambiente aquoso (assumindo constante dielétrica 2), 

medida em kcal/mol. Neste trabalho foi verificado novamente a similaridade hidropática 

das regiões citadas acima usando a ferramenta AlignMe 

(http://www.bioinfo.mpg.de/AlignMe/) (Stamm, M. et al., 2014) e foi atestada a 

afirmação dos autores. No entanto, os cálculos usualmente empregados para verificar 

similaridade hidropática (Anexo 3 da Seção I) não levam em conta que as sequências de 

aminoácidos podem ser lidas ao contrário, o que pode acarretar em falso-negativos se a 

busca por similaridade for feita apenas no sentido C-terminal. Esse fator tem que ser 

levado em conta principalmente em tratando-se de regiões de interação, pois estas 

possuem caráter tridimensional e não obedecem o sentido o qual humanos escrevem. 

Infelizmente, muitos trabalhos não tomam esse cuidado e acabam deixando lacunas que 

ainda necessitam ser preenchidas. Com base nessas informações, a sequência de BT-R1 

que foi modelada neste trabalho (Tabela 5) foi invertida 

(http://textmechanic.com/Reverse-Text-Generator.html) e submetida à ferramenta 

AlignMe junto com o epitopo QASQSIVS. Não surpreendentemente, o epitopo alinhou 

na região específica GASKEIFA, correspondente ao fragmento 1251AFIEKSAG1258 de 

BT-R1. O interessante é que essa é justamente a região da interface em que o loop 3 (D-

II) está ligado no modelo Dock1. Uma comparação entre a similaridade hidropática das 

regiões QASQSIVS/1258GASKEIFA1251 e QASQSIVS/1412NAQTGVLT1419 pode ser 

vista na Figura 22. 

  A consequência dessas duas discrepâncias é que em Dock1 a toxina Cry1Ab 

parece estar ligada aos domínios CR11 e CR12 de BT-R1, enquanto em Dock2 a toxina 

parece estar principalmente ligada a CR12. Já foi descrito na literatura que a expressão 

de CR12 é suficiente para a ligação às toxinas Cry1A em ensaios de dot-blot (Hua, G., 

Jurat-Fuentes, J.L. & Adang, M.J., 2004), não havendo necessidade de CR11 para a 

ligação. No entanto, o mesmo trabalho mostra que a ligação do fragmento contendo 

CR11-CR12 é muito mais eficiente comparado à ligação usando apenas CR12, o que 
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corrobora com Dorsch et al. (2002), onde CR11 e CR12 foram delimitados como a 

região de ligação. 

 

 

Figura 22: Comparação do perfil de hidropaticidade entre fragmentos de BT-R1 e o epitopo de um 

anticorpo específico para o Loop 3 de Cry1Ab. Pontos acima de zero no eixo Y são considerados 

hidrofóbicos. Gráficos e alinhamentos foram gerados usando a ferramenta AlignMe (Stamm, M. et al., 

2014) usando a opção "fast align" com janela de 3 aminoácidos. A sequência do epitopo foi descrito por 

Gomez et. al (2006). A região 1258GASKEIFA1251 participa da interface de interação nos modelos de 

Dock1 e a região 1412NAQTGVLT1419 participa da interface de interação no modelo Dock2. 

 

 Uma peculiaridade do trabalho realizado por Hua et al. (2004) é que todos os 

fragmentos truncados de BT-R1 que se ligaram às toxinas da família Cry1A 

expressavam também o domínio extracelular próximo à membrana (MPED). Como os 

autores não testaram a capacidade desse domínio de se ligar singularmente em toxinas 

Cry1A, não é claro sua participação para a ligação dos fragmentos CR11 e/ou CR12 às 

toxinas. No entanto, resultados não publicados por Hua et al. (obtido por uma troca de 

email, Anexo 2 da Seção I) concluem que o MPED não participa da ligação com toxinas 

Cry1A. O ponto levantado pelo Prof. Dr. Adang (Anexo 2) foi esclarecido em uma 

outra troca de email e corroborou com a afirmação feita pelo Dr. Hua. A Figura 23 

ilustra o modelo Dock2 obtido a partir dos complexos de docking com Cry1Ab e os 

modelos de Dock1 obtidos a partir dos complexos com todas as toxinas da família 

Cry1A. 
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Figura 23: Docking molecular das toxinas Cry1Aa, Cry1Ab e Cry1Ac com o receptor tipo-caderina 

BT-R1. Os ectodomínios repetidos do receptor BT-R1 encontram-se em amarelo e os domínios I, II e III 

das toxinas Cry1A encontram-se em vermelho, verde e azul, respectivamente. 

 

2.4. Conclusão 

 Os complexos de docking formados por Cry1Ab e BT-R1 permitiram a obtenção 

de dois modelos distintos que satisfizeram as regiões de ligação descritas na literatura. 

Ambos modelos, Dock1 e Dock2, apresentam uma região exclusiva em suas interfaces 

de interação. O loop 2 (D-II) participa da ligação ao receptor BT-R1 no complexo 

formado por Dock1 e a região 1421QTGVLTLNFQ1431 (CR12) está presente na interface 

de ligação formada em Dock2. A toxina Cry1Ab se liga em CR11 e CR12 no modelo 

Dock1, enquanto em Dock2 esta se liga principalmente ao domínio CR12. Embora os 

dois modelos tenham respaldo da literatura (Ibrahim, M.A. et al., 2010), o modelo 

Dock1 teve maior representação e reprodutibilidade na população de complexos gerados 

pelo servidor ClusPro. De acordo com a metodologia usada pelo ClusPro, esse é o 

principal indício para que uma estrutura esteja correta. No entanto, levando em 

consideração a presença da região 1421QTGVLTLNFQ1431 (Gomez, I. et al., 2006) na 
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interface de interação de Dock2, ambos modelos, complexados a Cry1Ab, foram 

selecionados para análise posterior usando dinâmica molecular.  

 A existência inicial de dois modelos distintos que corroboram com a literatura 

pode ser vista, à primeira vista, como contraditória. Mas mesmo que um dos modelos 

esteja completamente errado, a existência de duas formas distintas permite gerar 

comparações e, principalmente, achar características ou informações comuns aos dois. 

Essas informações podem ser igualmente importantes à obtenção de um modelo, como a 

aparente conservação de hidropaticidade na interface de interação do loop 3, seja ela 

qual for.  
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Capítulo 3 

 

 

 

Dinâmica Molecular 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

"Scientific results are beautiful. Thus, science is the beauty salon for the thorough 

observations." 

       - Conclusão lógica a qual cheguei durante  

      uma das madrugadas que passei escrevendo 

      este documento no laboratório. 
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3.1. Conceito  

3.1.1. Dinâmica molecular 

 As simulações de dinâmica molecular clássica utilizam as equações de 

movimento de Newton para calcular a trajetória de partículas a partir de uma 

configuração inicial. Para cada partícula no sistema, a força total atuando sobre ela é 

calculada a partir das interações com outras partículas e, portanto, podem ser descritas 

por um campo de forças. A segunda lei de Newton nos fala que a força atuando sobre 

uma partícula é equivalente à massa daquela partícula vezes a aceleração à qual ela se 

encontra submetida, ou seja, F = ma. Essa equação pode ser reescrita como: 

    
   

 
   
  

 

onde x é a distância, t o tempo e d
2
x/dt

2
 é a aceleração da partícula i (a primeira derivada 

da função x/t é igual a velocidade instantânea, e a derivação dessa velocidade é igual a 

aceleração). Portanto, a força dividida pela massa de uma partícula nos dá a sua 

aceleração, o que, junto com sua posição anterior e sua velocidade, determina qual será 

sua nova posição após um pequeno intervalo de tempo. A alta resolução espacial e 

temporal faz das simulações de dinâmica molecular uma ferramenta útil para testar 

modelos baseados em dados experimentais, para compreender princípios que norteiam 

uma determinada função e para formular novas hipóteses. Infelizmente, o tamanho dos 

sistemas que podem ser simulados é limitado, bem como a escala de tempo.  

 Já entendemos como calcular a trajetória de uma partícula, mas para isso 

precisaremos saber calcular as forças atuando sobre ela. Dado que as partículas são 

átomos, as forças atuando sobre eles são oriundas das interações com o sistema. 

Portanto, precisamos descrever o movimento dos átomos através de suas interações em 

um sistema, e para isso são aplicados conceitos de mecânica quântica. No entanto, as 

propriedades macroscópicas que podem ser medidas em um experimento de dinâmica 

molecular usando-se da mecânica quântica não são observações diretas, mas sim as 

médias sobre bilhões de átomos que representam um conjunto ao qual damos nome de 

estado. Logo, fica claro que o estado que representa as propriedades macroscópicas dos 

átomos precisa ter significância estatística, pois nosso objeto de estudo pode ocupar 

uma vasta população de estados. Aqui, o uso da mecânica estatística se torna necessário 
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se quisermos tirar alguma informação desse conjunto de estados. O que ela faz é 

calcular a probabilidade de todos os estados em que seu sistema pode se encontrar. 

Assume-se, então, que o estado de maior probabilidade é o estado correto para o 

fenômeno que você está observando. 

 Em mecânica quântica, o estado fundamental de um sistema é definido pela 

Equação de Schroedinger, uma função matemática (simbolizada pela letra grega psi 

maiúscula: Ψ) chamada de função de estado ou função de onda dependente do tempo 

(Figura 24). Essa função consegue nos dizer como acontece a interação entre átomos, 

uma vez que a interação destes é feita através dos elétrons e a resolução da equação 

descreve completamente as posições eletrônicas em uma molécula. 

 

Figura 24: Função de estado Ψ. Ĥ é o operador Hamiltoniano e corresponde à energia total do 

sistema. Sua decomposição gera os termos de energia cinética e energia  atômica. Um operador 

matemático seleciona uma função e a retorna multiplicada por um número, que neste caso é a 

energia. A função de onda Ψ depende do tempo e contém as coordenadas dos elétrons. A 

resolução dessa função permite saber onde os elétrons estão em uma molécula.  

 

 Usando essa função, os movimentos dos elétrons podem ser tratados como ondas 

e os estados estacionários em um átomo, como ondas estacionárias. Ou seja, a equação 

de ondas que descreve o movimento de um elétron preso dentro de um átomo ou 

molécula deve ser análoga à que se usa para descrever um sistema de ondas 

estacionárias. Ondas estacionárias são ondas que possuem um padrão de vibração 

estacionário. Formam-se a partir de uma superposição de duas ondas idênticas, mas em 

sentidos opostos, normalmente quando as ondas estão confinadas no espaço, como as 
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ondas de uma corda com as extremidades fixas. Esse tipo de onda é caracterizado por 

pontos fixos de valor zero, chamados de nodos, e pontos de máximo e mínimo também 

fixo, chamados de antinodos. Esse tratamento implica que a energia potencial do 

sistema é uma função das posições atômicas, pois assume-se que os elétrons estão 

sempre em seu estado fundamental e isso fornece uma superfície potencial para que os 

átomos se movam. 

  Idealmente, a equação de Schroedinger deve ser capaz de prever todas as 

propriedades de qualquer molécula com uma precisão inicial arbitrária (Lindahl, E., 

2008). No entanto, assim que algumas poucas partículas estão envolvidas, cria-se uma 

limitação computacional que torna inviável resolver sistemas muito grandes e torna-se 

necessário introduzir aproximações. Por exemplo, a densidade eletrônica de um elétron 

contém todas as informações contidas na função de onda da equação de Schroedinger e 

torna possível a aproximação do resultado dessa equação com menos cálculos. Outro 

caso é a utilização de parametrizações empíricas de modelos (obtidas 

experimentalmente), como o uso de cargas pontuais singulares para descrever as 

interações elétricas, ao invés de uma descrição quântica dos elétrons (Lindahl, E., 

2008). Em dinâmica clássica, as funções empíricas usadas para a aproximação da 

equação de Schroedinger são chamadas campos de força, e permitem calcular as 

interações e avaliar a energia potencial do sistema em função de coordenadas atômicas 

pontuais (MacKerell, A.D. et al., 1998). 

 Um campo de força consiste tanto no conjunto de equações usadas para calcular 

a energia potencial e as forças a partir de coordenadas atômicas, quanto na coleção de 

parâmetros usados nessas equações. Para a maioria dos casos, essas aproximações 

funcionam bem, mas não permitem reproduzir efeitos quânticos como a formação e 

quebra de ligações. Todos os campos de força comuns subdividem as funções de 

potencial em duas classes. As interações de ligação covalente compreendem às energias 

de estiramento, de curvatura de ângulo, de potencial de torção ao rotacionar ligações e 

ângulo diedral impróprio, que são ângulos normalmente fixos durante a simulação 

(Figura 25). O restante das interações não covalentes consiste na repulsão de Lennard-

Jones (LJ) e dispersões de London, e nas interações eletrostáticas de Coulomb (Coul). 

Essas são tipicamente computadas a partir de listas de átomos vizinhos a cada 5 a 10 

passos de 0,002 picosegundos da dinâmica. Dado o potencial (Figura 25) e a força (ou 
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gradiente negativo de potencial) para todos os átomos, as coordenadas são atualizadas a 

cada passo.  

 

Figura 25: Exemplos de funções de interação em campos de força modernos. A energia 

potencial Vtotal é calculada a partir das energias individuais correspondendo às interações 

covalentes de não covalentes.  Energia potencial é a força necessária para trazer uma partícula 

do infinito até um ponto de referência.  Fonte: (Sachett, L., 2014) 
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 Para minimização de energia, o algoritmo de gradiente descendente 

simplesmente move cada átomo uma curta distância na direção da energia decrescente. 

Já a dinâmica molecular é realizada por meio da integração das equações de movimento 

de Newton em função do tempo: 

  Fi = −∂V(r1, . . . , rN)   mi . ∂
2
ri = Fi 

    ∂ri         ∂t
2
 

 

 As coordenadas atualizadas são então usadas para avaliar a energia potencial 

novamente e recalcular o novo passo, conforme o fluxograma da Figura 26.  

 

(Lindahl, E., 2008) 

Figura 26: Fluxograma ilustrando os passos de uma simulação de dinâmica molecular.  A 

idéia básica é calcular as funções de potencial relativas a cada átomo e integrar as equações 

de movimento de Newton para obter as novas coordenadas destes.  
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 O sistema de uma dinâmica geralmente é constituído por uma caixa virtual 

contendo a(s) molécula(s) de interesse (o objeto do estudo) e moléculas de água 

preenchendo o espaço vazio no interior da caixa. Para evitar artefatos oriundos do 

contato de moléculas com uma superfície (e.g. da caixa), geralmente as simulações 

ocorrem usando condições de fronteira periódica. Assim, cada molécula de água que sai 

pela direita reaparece na esquerda. Por esse motivo, também é importante que a caixa 

virtual seja suficientemente grande para impedir que moléculas interajam com suas 

cópias periódicas. Isso está intimamente relacionado com as interações não covalentes, 

que devem ser idealmente somadas junto a todos os átomos vizinhos no sistema 

periódico e infinito resultante (Lindahl, E., 2008). Para calcular as energias das 

interações de LJ, a introdução de um limite na distância é suficiente para evitar esse 

problema e calcular corretamente a energia potencial, uma vez que essas energias 

decaem rapidamente com alguma distância. Já para as interações de Coulomb, uma 

queda abrupta da energia acarreta em grandes erros de cálculo, pois elas ocorrem devido 

à potenciais eletrostáticos que interagem à longa distância. Uma alternativa muito 

importante para evitar esse erro de cálculo é usar o somatório de Ewald para malha de 

partículas (PME)(explicado na seção 3.1.2.) (Lindahl, E., 2008). 

 A parte mais custosa de uma simulação é a computação das interações não 

covalentes, pois milhões de pares devem ser avaliados a cada passo e os passos podem 

não serem suficientes para avaliar todas as interações. Estender o intervalo de tempo 

(aumentar o número de passos) é, portanto, uma maneira importante de melhorar o 

desempenho de uma simulação, mas infelizmente erros no cálculo da vibração entre 

ligações covalentes já ocorrem com um femtossegundo. Como as vibrações não são 

importantes na maioria das simulações, elas podem ser removidas introduzindo 

algoritmos de restrição como o SHAKE ou LINCS (Lindahl, E., 2008). Além disso, o 

ato de fixar o comprimento das ligações covalentes é uma aproximação melhor para a 

quantificação mecânica do estado fundamental.  

 A primeira dinâmica foi realizada em 1957 mas somente na década de 70 foi 

possível simular água e biomoléculas (Lindahl, E., 2008). 

3.1.2. Somatório de Ewald para malha de partícula (PME) 

 O PME permite calcular as interações eletrostáticas infinitas através da 

separação dessas interações em termos de curta e longa distância (Cerutti, D.S. et al., 
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2009). Ao termo de curta distância é imposto um corte de distância no cálculo da função 

de energia potencial. No entanto, ao contrário dos métodos tradicionais, o potencial fora 

do corte limite não decai abruptamente para zero, mas, ao invés, é resolvido usando uma 

função de comutação, ou "troca", que leva o potencial suavemente para zero ao longo de 

uma certa distância (geralmente 1 a 2 Å). Na prática, esse termo de longa distância é 

tratado mapeando-se as cargas dos núcleos em uma malha no espaço recíproco e 

calculando o potencial por meio da transformada de Fourier. 

3.1.3. Ressonância plasmônica de superfície (SPR) 

 A tecnologia SPR envolve a ligação de uma molécula analito a um "sensor chip" 

e posterior aplicação de uma molécula ligante, cuja interação deverá ser avaliada junto à 

molécula imobilizada ao chip. A ligação de moléculas à superfície do sensor chip gera 

uma resposta proporcional à massa dessas moléculas. As mudanças na quantidade 

ligada podem ser detectadas até picogramas por milímetro quadrado na superfície do 

chip. Essa resposta é dada por uma unidade arbitrária denominada RUs, que deve 

aumentar no caso de haver interação entre o analito e o ligante. Ao fim da aplicação do 

ligante, ocorre a fase de dissociação, que depende da cinética e afinidade entre as 

moléculas.  

3.2. Material & Métodos 

3.2.1. Rodando a simulação de dinâmica molecular 

 A dinâmica molecular atomística foi realizada usando o pacote de programas 

GROMACS (Kutzner, C., Czub, J. & Grubmuller, H., 2011; Pronk, S. et al., 2013) 

versão 4.5.3 para o modelo Dock1 da toxina Cry1Ab e versão 4.6.3 para o modelo 

Dock2 da mesma toxina, ambos usando a opção de dupla precisão. As mudanças entre 

essas versões não acarreta em diferenças nas simulações, como é especificado nas notas 

de atualização (Anexo 4 da Seção I), pois a principal diferença é o processamento de 

dados usando Unidades de Processamento Gráfico (GPUs), que não se aplica a este 

trabalho. Ambos os modelos submetidos à dinâmica possuíam os heteroátomos de Ca
2+

 

ligados ao receptor BT-R1. Essas duas proteínas foram escolhidas para a dinâmica 

por serem modelos há muito tempo descritos na literatura e por participarem nos 

dois modelos de docking, o que facilita a comparação entre os modelos. 
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 A única modificação feita aos arquivos pdb após os dockings foi a deleção dos 

dois primeiros ectodomínios de CR, uma vez que essas regiões estão distantes da 

interface de interação (Figura 23) e aumentariam consideravelmente os cálculos da 

dinâmica. O arquivo pdb de ambos os dockings, oriundos diretamente do servidor 

ClusPro 2.0, foram preparados e submetidos à dinâmica molecular seguindo as linhas de 

comando do Anexo 5 da Seção I. Em sua totalidade, essas linhas de comando 

promovem as seguintes funções: 

1. Cria uma topologia para os átomos contidos no arquivo pdb usando parâmetros de um 

campo de força. Isso gera uma nova organização dos átomos em um novo arquivo que 

será usado pelo GROMACS. Este arquivo contém uma nova catalogação dos átomos e 

possui as informações e parâmetros de todas as ligações em que estes estão envolvidos, 

bem como a maneira que será tratada a densidade eletrônica de cada átomo durante a 

dinâmica. O campo de força utilizado foi o GROMOS 43a1. Trata-se de um campo de 

força desenhado e parametrizado para proteínas em água. Por se tratar de um campo de 

força de "átomos unificados" (united atoms), ele não inclui parametrização para átomos 

de hidrogênio apolares (somente os polares estão definidos no campo) e trata os átomos 

envolvidos em interações de Coulomb (elétricas) como cargas pontuais. Além disso, ele 

não inclui os parâmetros para íons de cálcio. A introdução desse parâmetro foi feita 

manualmente dentro do arquivo do campo de força, inserindo:  

   #define gb_52 0.2540  0.6280e+06 

   ; NR ()      -   CA-coor  120 

em: 

   usr/loca/gromacs/share/gromacs/top 

   arquivo gromos43a1.ff 

2. Cria uma caixa virtual e a enche de moléculas de solvente. Neste trabalho o solvente 

é composto por moléculas de água SPC (de carga pontual única). A caixa virtual foi 

criada no formato triclínico com as dimensões 11,31937 x 11,09782 x 11,58943 nm 

para Dock1 e 9,103 x 12,102 x 11,462 nm para o Dock2. Ambas as caixas usam 

condições periódicas de contorno, ou seja, se uma molécula contida na caixa estiver se 

movendo em direção a uma de suas paredes, esta irá "atravessar" a parede e "surgir" na 

parede oposta, impedindo eventuais artefatos aos cálculos.   
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3. Calcula a carga total do sistema e insere íons de cargas opostas para contrabalancear 

uma eventual carga, equilibrando o sistema. A carga de ambos os sistemas estavam em -

8, de maneira que foram adicionados oito íons de sódio (Na
+
) para deixar a carga de 

cada sistema igual à zero. 

4. Promove a minimização de energia do sistema usando parâmetros do arquivo mdp de 

minimização (Anexo 6 da Seção 1.). Trata-se de uma minidinâmica que visa reduzir ao 

máximo a energia potencial do sistema usando o algoritmo de gradiente descendente. 

5. Faz a termalização do sistema usando parâmetros do Anexo 7 da Seção I. Trata-se do 

aumento gradual de temperatura usando algumas restrições. Este processo visa a deixar 

seu sistema na temperatura em que será rodada a dinâmica e evita que o cálculo 

repentino e simultâneo de todos os átomos, à temperatura final, cause a desestabilização 

(literalmente, uma explosão) do sistema. Esse processo dura 35 picossegundos e a 

temperatura final alcançada foi de 300 K. 

6. Inicia a dinâmica a 310 K usando parâmetros do Anexo 8 da Seção I. Importante 

ressaltar que as interações eletrostáticas de longa distância foram tratadas usando PME 

(Particle-Mesh Ewald). Um total de 136832 átomos foram simulados na dinâmica 

molecular de Dock1 e 122369 átomos na dinâmica molecular de Dock2, durante 76 

nanossegundos. 

 A dinâmica foi dividida em várias partes para facilitar a manipulação no 

tamanho dos arquivos gerados e poder retomar os cálculos em caso de quedas de 

energia. A lista de eventos e arquivos produzidos durante a dinâmica está no Anexo 9 da 

Seção I. 

3.2.2. RMSD e Energias 

 Como o objetivo desse trabalho foi obter um modelo caracterizando a interação 

de duas moléculas, o melhor cálculo que poderia ser feito seria a medida da energia 

livre de ligação. No entanto o cálculo dessa energia não é trivial e necessita rodar no 

mínimo três simulações de dinâmica em paralelo. Para fins de uma publicação, no 

entanto, existem outras alternativas para quantificar a energia de interação entre duas 

moléculas. Uma alternativa viável seria decompor a energia de Coulomb (eletrostática) 

de curta e/ou longa distância para todos resíduos de aminoácidos e analisar aqueles que 

participam da interface de interação. Essas medidas ainda estão sendo feitas e não 
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entrarão neste documento. Aqui foram avaliadas apenas as energias de curta distância 

para os termos de Coulomb e Lennard-Jones entre as proteínas inteiras. Ou seja, a 

energia de curta distância para BT-R1 e Cry1Ab, não havendo a decomposição por 

aminoácidos nem a avaliação do termo de longa distância. Para isso foram definidos 

grupos de energia nos arquivos mdp referente às duas proteínas de interesse. 

 As medidas de RMSD foram feitas usando o programa g_rms_d do pacote 

GROMACS. Em todas as medidas, a totalidade dos átomos de uma proteína foi 

"ajustada" aos átomos de sua cadeia principal. 

3.2.3. Matriz de contatos 

 Uma matriz de contatos mede a distância entre átomos para cada quadro da 

simulação e retorna um gráfico de píxeis com a média de todas essas distâncias, onde 

distâncias curtas geram píxeis em tom de branco e distâncias longas geram píxeis 

negros. O chamado "g_mdmat", usado para gerar a matriz de contatos, foi utilizado 

usando a tag "-dt 50" (50 ps) para reduzir a quantidade de quadros analisados. 

3.2.4. Análise de ligações de hidrogênio 

 O GROMACS permite ao usuário mapear ligações de hidrogênio (LdH) de 

várias maneiras diferente. Uma das mais úteis é avaliando a existência de LdH em 

função do tempo. A existência de uma ligação de hidrogênio é definida por um critério 

espacial e geométrico onde r ≤ 3,5 nm e α ≤ 30
o
, conforme a Figura 27:  

 

Figura 27: Critério geométrico para a existência de uma ligação de hidrogênio. 

 

 Para isso gera-se uma matriz contendo no eixo Y todas as LdH, especificando o 

átomo doador, o hidrogênio doado e o átomo aceitador, e no eixo X o tempo decorrido 

da simulação dividido pela quantidade de quadros usados pra coletar informações. Para 

cada quadro onde uma LdH está presente, marca-se um ponto vermelho na matriz. Dado 

que a dinâmica de 76 ns foi dividida em 152000 quadros, analisar essa matriz 
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visualmente é completamente inviável. Portando foi utilizado o script "plot_hbmap.py", 

feito por Justin Lemkul e hospedado no endereço eletrônico: 

(http://www.bevanlab.biochem.vt.edu/Pages/Personal/justin/scripts.html). Esse script lê 

a matriz e retorna a porcentagem de existência de uma LdH durante a dinâmica, bem 

como traduz o índice de átomos e retorna o nome e número dos resíduos que participam 

de cada ligação. Podemos saber, por exemplo, que a ARG256 doou um hidrogênio para 

o GLU360 durante 80 % da simulação (exemplo hipotético). Todas as medidas relativas 

à análise de LdH foram feitas usando as configurações default do GROMACS. 

3.2.5. Pontes salinas 

 Foi usado o programa g_select para selecionar todos os nitrogênios e oxigênios 

da cadeia lateral de resíduos de arginina, lisina, ác. aspártico, ác. glutâmico e histidina 

(ex. "proteins" and (R or K or H or D or E) and (N or O (da cadeia lateral))). Foram 

criados novos arquivos xtc e tpr com esses átomos e o programa g_saltbr foi rodado 

com a tag -t 0.4 (Kumar, S. & Nussinov, R., 2002).  

3.2.6. Ensaio in vitro utilizando ressonância plasmônica de superfície (SPR) 

 Em uma tentativa de validar as interações observadas durante a dinâmica, foram 

sintetizados alguns peptídeos correspondendo às RUL para utilização em ensaios 

usando SPR. Os ensaios foram feitos utilizando o equipamento Biacore X100, que 

monitora a interação entre duas ou mais moléculas em tempo real. Dessa maneira, o 

peptídeo Ab2.5 foi imobilizado covalentemente, por meio da extremidade N-terminal, 

em um chip modelo "CM5". A reação ocorreu em pH 5,5 usando os reagentes 

fornecidos pela empresa GE healthcare e imobilizou aproximadamente 4000 unidades 

do peptídeo. 

3.3. Resultados e Discussão 

Cinco considerações antes de interpretar os resultados aqui contidos: 

 1. Os sistemas analisados contém uma quantidade considerável de átomos que 

dificultam a velocidade dos cálculos de dinâmica molecular. Isso unido ao fato de esses 

cálculos terem sido rodados em desktops locais (computadores de mesa comuns) 

impossibilitou a triplicata dos dados. Algo que deverá (e vai) ser feito para a publicação 

de um artigo. 
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 2. No sistema contendo Dock2, houve interação de cópias periódicas em uma 

pequena porção do sistema, ou seja, ocorreu um artefato oriundo da técnica utilizada 

para tratar a caixa d'água como infinita. Esse artefato é facilmente contornado, mas 

implica em um cuidado maior ao analisar a energia do sistema inteiro, pois se deve 

subtrair a energia oriunda dessa interação e isso não foi feito para a elaboração desse 

documento. 

 3. O receptor BT-R1 modelado advém da porção extracelular da caderina e 

embora isso seja conveniente, traz o viés de que a extremidade C-terminal dessa 

molécula tem mais graus de liberdade do que ela normalmente teria se tivesse o restante 

de seus aminoácidos inseridos na membrana. Logo, também devemos interpretar as 

interações dos últimos 10 resíduos de aminoácidos C-terminais com ceticismo. 

 4. Os dados de RMSD indicam que o tempo observado para os sistemas não foi 

suficiente para entrar em equilíbrio. Novamente, isso advém da limitação de tempo e 

poder computacional da máquina utilizada. Embora o sistema como um todo não tenha 

chegado ao equilíbrio, a análise de RMSD considerando apenas as regiões de interação 

mostram que grande parte das interações foi estável. Além disso, o RMSD do sistema 

como um todo pode ter sido prejudicado pela falta de parametrização dos íons de cálcio, 

que não permaneceram ligados e diminuem consideravelmente a rigidez da caderina, 

aumentando o RMSD da dinâmica. Esse aumento de flexibilidade já havia sido 

observado por Sotomayor & Schulten (2008) e corrobora com este trabalho.  

 5. É importante mencionar que foi obtida uma configuração um pouco diferente 

em relação ao ectodomínio 12 (CR12) de BT-R1 quando foi comparado ao obtido na 

modelagem feita por Ibrahim et al. (2010). Mais especificamente, a região 

correspondendo a 1385SAITYAIDY1392 não alcançou uma conformação de fita-β devido 

aos resíduos 1390IDY1392 terem assumido uma conformação de loop em nosso modelo 

inicial. No entanto, essa pequena discrepância desapareceu assim que a dinâmica 

começou e a região 1385SAITYAIDY1392 notavelmente assumiu a conformação de fita-β, 

o que indica que a diferença observada era trivial. O mais importante é que isso não 

influenciou no restante dos resultados, pois todas as outras estruturas secundárias e 

configurações iniciais já estavam de acordo com as predições feitas e também 

corroboravam com a estrutura modelada por Ibrahim et al. (2010).  
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3.3.1. Quantificação do desvio da estrutura em comparação à referência 

 

 

Figura 28: Medidas de RMSD para Dock1 e Dock2. Em preto o RMSD foi medido para o complexo 

BT-R1/Cry1Ab. Em vermelho está ilustrada a contribuição do receptor para o RMSD e em verde, a 

contribuição da toxina Cry1Ab. 

 

 

 A primeira análise feita após o fim das dinâmicas foi uma medida de RMSD 

(Figura 28). É perceptível pelo RMSD do complexo BT-R1/Cry1Ab, em Dock1 e 

Dock2, que o sistema não alcançou o equilíbrio após 76 ns. A média de RMSD para o 

complexo em Dock1 foi de 0,688 nm e 0,902 nm para o complexo em Dock2, 

considerando o início da dinâmica (que geralmente é excluído do cálculo de RMSD por 

se tratar de uma fase instável). Observando com mais detalhe para as contribuições 

individuais de RMSD do receptor BT-R1 e da toxina Cry1Ab, é possível notar que o 

receptor é o responsável pela instabilidade do sistema (Tabela 6). Dado que em ambos 

os experimentos (Dock1 e Dock2) as toxinas permaneceram ligadas durante toda a 

simulação e que a contribuição de Cry1Ab (em verde) para o RMSD foi mínima, o que 

está sendo observado são mudanças nas regiões do receptor que não participaram da 

ligação à toxina. 
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RMSD médio (nm) 

Dock1 Dock2 

BT-R1/Cry1Ab 0.688 0.902 
BT-R1 0.784 0.995 

Cry1Ab 0.286 0.289 

 

Tabela 6: Médias de RMSD durante 76 nanossegundos de simulação. As medidas foram feitas sem 

excluir o início da dinâmica. 

 

  Ao analisar a trajetória total da simulação é possível ver que a maioria dos íons 

de Ca
2+

 (4 de 6) não permaneceu ligado ao receptor. Como já havia sido relatado por 

Sotomayor & Schulten (2008), o Ca
2+

 é responsável pelo enrijecimento da caderina e 

isso pode ser observado por simulações de dinâmica molecular. Em um experimento 

paralelo (dados não mostrados), o modelo Dock1 foi submetido à outra simulação de 50 

ns, mas desta vez com os íons de cálcio forçados a permanecerem ligados aos 

aminoácidos de BT-R1 (em sua maioria, resíduos de ácido aspártico). Os resultados de 

RMSD para o complexo, receptor e toxina foram de 0,644, 0,804 e 0,277 nm, 

respectivamente. Esses resultados se enquadram dentro do desvio padrão (não 

mostrado) e, portanto, não permitem sugerir uma função estabilizadora aos íons de 

cálcio em Dock1. Isso pode ser devido ao fato de que a própria toxina Cry1Ab ajuda a 

estabilizar o fragmento de caderina.  

 O que é descrito na literatura referente aos íons de cálcio e toxinas Cry é que, 

quando vesículas bilaminares da membrana de células de insetos são incubadas com 

íons Ca
2+

 e Cry1Ab, formam-se cerca de 50% menos agregados de células quando 

comparado à incubação só com Ca
2+

 (Griko, N. et al., 2004). Isso sugere que Cry1Ab 

interfere na função adesiva da caderina, mas não o suficiente para reproduzir, por 

exemplo, o efeito quelante do ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) ou ácido 

etileno glicol-bis (b-amino-etil-eter) N,N,N9,N9- tetra-acético (EGTA). Ambos os 

modelos corroboram com essa ideia, pois as interfaces de interação tem a participação 

dos sítios de ligação ao cálcio (região entre os domínios CR). De qualquer forma, é 

necessário rodar uma nova dinâmica de Dock2 com os íons Ca
2+

 restringidos em seus 

sítios de ligação para poder inferir qualquer informação sobre o possível efeito 

estabilizante dos íons e/ou da toxina Cry1Ab. 
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3.3.2. Mapeamento de interações intermoleculares 

 Foram mapeadas todas as ligações de hidrogênio (LdH) realizadas entre BT-R1 e 

Cry1Ab durante as simulações de Dock1 e Dock2, conforme especificado na seção 

3.2.4. Primeiramente organizou-se todos os resíduos de acordo com a sua proteína de 

origem e posição na estrutura primária. Dessa maneira foi possível agrupá-los em 

"blocos de interação" na sequência de cada proteína, cada bloco variando entre 3 e 22 

aminoácidos (Figura 29).  

 

Figura 29: Representação ilustrativa da formação de uma Região de Ligação Universal (RUL ou 

UBR). Todos os resíduos de aminoácidos participando na formação de LdH e de pontes salinas em Dock1 

(verde) e Dock2 (vermelho) foram agrupados em regiões da sequência proteica. Essas regiões de ligação 

puderam ser agrupadas em uma região ainda maior da sequência proteica, abrangendo até no máximo 22 

resíduos de aminoácidos (amarelo). Todas as RULs receberam um nome único (e.g. CR11.1). 

 

 Alguns blocos possuem quase 50 aminoácidos, mas foram divididos em grupos 

menores para facilitar o estudo dessas regiões. Em Dock1, BT-R1 possui 10 blocos 

distintos de aminoácidos participando de LdH, enquanto Cry1Ab possui 12. Já o 

modelo Dock2 possui 13 blocos para o receptor e 11 para a toxina. O resumo geral da 

quantidade de LdH distintas que existiram durante a simulação, e a quantidade total de 

resíduos que formam os blocos, está apresentado na tabela abaixo: 

BINDINGREGIONINDOCK1OR2SITEFORINTERACTION

Dock1 Binding Region

Dock1 Binding Region

Universal Binding Region
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Total de ligações 
de hidrogênio 

distintas 

Contribuição total de 
resíduos de BT-R1 para 
ligações de hidrogênio 

Contribuição total de 
resíduos de Cry1Ab para 
ligações de hidrogênio 

Dock1 1023 91 91 

Dock2 1268 114 108 

 

Tabela 7: Quantidade total de ligações de hidrogênio (LdH) diferentes presente nos modelos Dock 1 

e Dock2 durante a simulação e a contribuição, em resíduos de aminoácidos, de cada proteína. 

 

 A segunda parte da análise consistiu em selecionar as LdH que existiram durante 

a maior parte da dinâmica e avaliar se algum dos blocos de interação poderia ser um 

falso-positivo (um bloco que possuí apenas LdH que existiram infimamente). Para a 

seleção foi escolhido o corte arbitrário de 10 ns, ou seja, todas as LdH que existiram por 

pelo menos 10 ns (de um total de 76 ns) foram selecionadas. A busca por blocos falso-

positivos encontrou dois candidatos na simulação de Dock2, ambos na sequência de 

BT-R1. O primeiro bloco consistiu na região 1367-1375, e sua LdH que mais persistiu 

durante a dinâmica durou apenas 0,16 ns. O segundo consistiu na região 1115-1119 e, 

apesar de possuir uma LdH que persistiu por 1,4 ns, foi eliminado por ter interagido 

com a cópia periódica de toxina Cry1Ab, deixando o BT-R1 com 11 blocos de interação 

em Dock2. O interessante é que essa interação não foi observada em outras análises 

(e.g. matriz de contato), e parece estar envolvida com a maneira que o GROMACS 

computa LdH no espaço infinito. De qualquer maneira, apenas um dos resíduos desse 

bloco participou de uma LdH que durou mais que 0,2 ns, o que não é capaz de afetar o 

restante das interpretações desse trabalho.  

 

 Um total de 57 e 60 LdH persistentes foram selecionadas para Dock1 e Dock2, 

respectivamente. As dez LdH mais persistentes em cada um dos modelos estão listadas 

na Tabela 8. Os resíduos de aminoácidos que participam das LdH persistentes foram 

mapeados em seus respectivos blocos de interação para facilitar a visualização de 

regiões mais estáveis durante a ligação entre o receptor e a toxina.  
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Dock1  Dock2  

 

Resíduo de 
Cry1Ab 

Resíduo de    
BT-R1 

% 
Resíduo de 

Cry1Ab 
Resíduo de 

BT-R1 
% 

1     ARG501     ASP1298 81,505     GLU288     SER1384 56,265 

2     VAL488     GLU1259 73,791     LYS490     ASP1393 55,170 

3     SER290     GLU1260 58,935     SER293     ASP1391 51,489 

4     GLY289     GLN1261 57,938     TYR268     TYR1392 50,518 

5     SER438     GLU1253 52,942     SER290     ALA1413 48,083 

6     ASN376     VAL1397 46,847     ASN442     TYR1388 47,042 

7     VAL445     ALA1444 46,807     THR486     ALA522 46,679 

8     ILE375     VAL1396 46,565     ALA284     SER1384 43,801 

9     ASN376     GLN1445 42,404     GLN285     GLU1382 41,585 

10     GLN154     ARG1205 38,435     ASP222     SER1315 39,883 

 

Tabela 8: As dez ligações de hidrogênio mais persistentes de Dock1 e Dock2. A porcentagem é 

referente à existência de cada ligação no intervalo de 76 nano segundos. 

 

 Uma comparação entre os blocos de interação de cada modelo revelou 

similaridade entre as regiões, de maneira que foi possível unir blocos próximos de 

ambos os modelos em uma um bloco maior, denominado região universal de ligação 

(RUL)(Figura 29). Mais ainda, foi possível organizar essas regiões de acordo com sua 

distribuição nos diferentes domínios de BT-R1 e Cry1Ab. As RULs pertencentes à 

Cry1Ab recebem o prefixo "Ab" seguido de um algarismo correspondente a um dos três 

domínios e por fim um "ponto algarismo" referente à ordem da região na sequência de 

resíduos de aminoácidos. Por exemplo, a RUL Ab2.5 corresponde à região 5 de Cry1Ab 

pertencente ao domínio II. Da mesma forma foi feito para as RULs pertencentes ao 

receptor BT-R1, com a única diferença que estas receberam o prefixo "CR" (referente 

aos ectodomínios repetitivos de caderina), e.g., CR12.1. Com essas informações foi 

montada a Tabela 9. 
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Cry1Ab 

Epitopo de 
Ligação 

Posição 
Região Universal de Ligação Região em Dock1 Região em Dock2 

Sequência Sequência Sequência 

Ab1.1 81-95 EQLINQRIEEFARNQ NQRIEEFARNQ EQLINQRIEEFARNQ 

Ab1.2 146-154 PLFAVQNYQ PLFAVQNYQ PLFAVQNY 

Ab1.3 204-219 TDHAVRWYNTGLERVW TDHAVRWYNTGLER RWYNTGLERVW 

Ab1.4 220-233 GPDFRDWIRYNQFR RDWIRYNQFR GPDFRDWIRYNQFR 

Ab2.1 279-295 SFRGSAQGIEGSIRSPH RGSAQGIEGSIRSPH SFRGSAQGIEGSIRSPH 

Ab2.2 308-320 DAHRGEYYWSGHQ DAHRGEYYWS DAHRGEYYWSGHQ 

Ab2.3 337-350 LYGTMGNAAPQQRI YGTMGN LYGTMGNAAPQQRI 

Ab2.4 369-379 RPFNIGINNQQ RPFNIGINNQQ - 

Ab2.5 434-449 SMFRSGFSNSSVSIIR SMFRSGFSNSSVSIIR RSGFSNSSV 

Ab3.1 483-504 GSGTSVVKGPGFTGGDILRRTS SGTSVVKGPGFTGGDILRRT GSGTSVVKGPGFTGGDILRRTS 

Ab3.2 552-567 SATMSSGSNLQSGSFR SSGSNLQ SATMSSGSNLQSGSFR 

Ab3.3 593-598 SGNEVY EVY SGNEVY 

 

Tabela 9: Regiões Universais de Ligação (RULs) e seus blocos equivalentes em Dock1 e Dock2. As 

RULs recebem o prefixo "Ab" ou "CR" seguido de um algarismo correspondente número de seu domínio 

e por fim um "ponto algarismo" referente à ordem da região na sequência de aminoácido. Por exemplo, a 

RUL Ab2.5 corresponde à região 5 de Cry1Ab pertencente ao domínio II.   

BT-R1 

Epitopo de 
Ligação 

Posição 
Região Universal de Ligação Região em Dock1 Região em Dock2 

Sequência Sequência Sequência 

CR-10.1 1126-1139 TNDAVIRLARERAV TNDAVIR RAV 

CR-10.2 1159-1177 DPDGLHAGVVTFQVVGDEE DEE DPDGLHAG 

CR-10.3 1203-1219 EIREFRITIRATDQGTD EIREFR QGTD 

CR-11.1 1241-1262 RFASSEHAVAFIEKSAGMEESH RFASSEHAVAFIEKSAGMEESH RFASSEHAVAF 

CR-11.2 1263-1285 QLPLAQDIKNHLCEDDCHSIYYR QLPLAQDIKNHLCEDDCHSIYYR QLPLAQDIKNHLCED 

CR-11.3 1291-1307 SEGHFGLDPVRNRLFLK EGHFGLDPVRNRLFLK SEGH 

CR-11.4 1312-1327 REQSASHTLQVAASNS REQSASHTLQVAASNS REQSASHT 

CR-12.1 1340-1351 TVTVTVREADPRP TVTVTVREADPR TVTVREA 

CR-12.2 1381-1403 SEGSAITYAIDYDTMVVDPSLEA GSAITYAIDYDTMVVD SEGSAITYAIDYDTMVVDPSLEA 

CR-12.2/12.3 1393-1415 DTMVVDPSLEAVRQSAFVLNAQT - DTMVVDPSLEAVRQSAFVLNAQT 

CR-12.3 1404-1425 VRQSAFVLNAQTGVLTLNIQPT - VRQSAFVLNAQTGVLTLNIQPT 

CR-12.4 1437-1450 TATDTAGAQDRTDV TATDTAGAQDRTDV TDTAGAQDRTD 
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 Usando as RULs, foi feito uma nova medida de RMSD para o receptor BT-

R1(Figura 30 e Figura 31). O objetivo dessa avaliação foi comparar o RMSD de RULs 

individuais com o RMSD do receptor inteiro para ver se existem regiões da interface de 

ligação que estão estabilizadas por Cry1Ab, indicando potenciais pontos de afinidade e 

especificidade. Além de usar o receptor "inteiro" como referência, foi usado o RMSD 

correspondente a todas as RULs como controle. Não foram feitas novas medidas de 

RMSD para Cry1Ab pois já havia sido observada pouca variação para essa proteína 

(Figura 28). 

 

Figura 30: Medidas individuais de RMSD para RULs de BT-R1 em Dock1. Foi usado com controle o 

RMSD de BT-R1 inteira e o RMSD de todas as RULs (BT-R1+Cry1Ab). As RULs estão ilustradas em 

amarelo sob a legenda "UBRs" devido à sua tradução para o inglês.  

 

 O primeiro fato importante de se notar nos novos gráficos de RMSD é que a 

medida feita com a totalidade das RULs, de BT-R1 e Cry1Ab, segue o mesmo perfil do 

RMSD de BT-R1. Isso, por si só, indica que existem regiões da interface de ligação de 
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BT-R1 que sofreram perturbações mesmo após a ligação a Cry1Ab. Só é possível inferir 

isso devido ao resultado prévio da medida de RMSD de Cry1Ab, que mostrou que essa 

toxina permanece estável durante toda dinâmica. Analisando atentamente, as novas 

medidas indicam justamente a participação de três RULs na perturbação de BT-R1. Nos 

dois gráficos inferiores da Figura 30 é possível perceber que CR12.2 está relacionada 

com as perturbações que ocorrem nos primeiros 10 ns. Da mesma forma com CR10.2 

(gráfico superior esquerdo), aos cerca de 20 ns, e com CR12.4 (inferior direito), entre 30 

e 40 ns. Dessas três RULs, a única que não conseguiu estabilizar foi CR12.4, o que é 

interessante considerando que ela iniciou a simulação de forma estável e permaneceu 

assim até os primeiros 10 ns. Uma análise da trajetória da simulação pode elucidar 

melhor o mecanismo que acarretou essa mudança. De qualquer forma, a estabilização 

das outras duas RULs é um bom indicativo de que a ligação gerada em Dock1 é 

energeticamente favorável (Figura 30). 

 

Figura 31: Medidas individuais de RMSD para RULs de BT-R1 em Dock2. Foi usado com controle o 

RMSD de BT-R1 inteira e o RMSD de todas as RULs .  
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 As análises individuais das RULs em Dock2 exemplificam como as interfaces de 

interação podem ser estáveis. Mesmo com médias de RMSD 30% maiores que o Dock1 

(Tabela 6), as interfaces de interação de BT-R1, como um todo, são mais estáveis em 

Dock2. No entanto, estes resultados não explicam porque o RMSD de todas as RULs 

(em amarelo) está seguindo o padrão de BT-R1. As RULs incluem todas as regiões que 

foram analisadas individualmente para BT-R1 e mais as RULs de Cry1Ab. Isso leva a 

crer que estão havendo perturbações na toxina, mas ao mesmo tempo as medidas de 

RMSD da toxina inteira são estáveis de acordo com os primeiros experimentos. Essa 

questão ainda necessita de melhores esclarecimentos. 

 

Figura 32: Energias intermoleculares de dispersão (Lennard-Jones) e eletrostáticas (Coulomb) 

entre BT-R1 e Cry1Ab. 

 

 As forças envolvidas na interação entre duas proteínas são dadas pelas energias 

de curto alcance. Essas energias são medidas por meio dos termos de Lennard-Jones e 

Coulomb, cujas principais interações são as dispersões de London e eletrostáticas, 

respectivamente. Ambos os modelos estão reduzindo suas energias com relação ao 

tempo e ainda não parecem ter chegado ao estado minimamente energético (Figura 32). 

Isso é interpretado no GROMACS como sinal de atração entre as duas moléculas e 
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sugerem que ambos os modelos são favorecidos energeticamente, bem como 

termodinamicamente plausíveis. 

3.3.3 Integrando a matriz de contatos.  

 

Figura 33: Matriz de contatos intra- e intermoleculares entre resíduos de BT-R1 e Cry1Ab. As 

matrizes de Dock1 (vermelho) e Dock2 (verde) foram sobrepostas. Os contatos intramoleculares 

aparecem em sua maioria sobrepostos (amarelo), enquanto os contatos intermoleculares ressaltam a 

diferença entre as interfaces de interação dos dois modelos. 

 

 Uma matriz de contatos mede a distância entre átomos para cada quadro da 

simulação e retorna um gráfico de píxeis com a média de todas essas distâncias, onde 

distâncias curtas geram píxeis em tom de branco e distâncias longas geram píxeis 

negros. As matrizes de contatos de Dock1 e Dock2 estão apresentadas acima, onde o 

eixo X e Y correspondem às sequência de aminoácidos de BT-R1 e Cry1Ab, conforme 

ilustrado na Figura 33. 
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 Os pontos coloridos (geralmente são brancos) dessa matriz nos informam a 

média de todas as distâncias entre resíduos de aminoácidos da interface de interação 

(Figura 33). Uma informação particularmente interessante é de que existem pontos que 

são exclusivamente contatos hidrofóbicos. Dentre as características que governam a 

interação entre duas proteínas, sabe-se que sítios hidrofóbicos na superfície proteica 

apresentam tendência a se unirem, formando "conexões hidrofóbicas" (Kysilka, J. & 

Vondrasek, J., 2012). 

  Em meio aquoso, esses sítios hidrofóbicos expostos ao solvente normalmente 

são circundados por resíduos de aminoácidos polares e carregados, de maneira que eles 

se fecham da exposição à água e os resíduos hidrofílicos agem como "proteção" ao 

interagirem com o solvente polar. À medida que duas proteínas vão interagindo por 

potenciais eletrostáticos de longa e curta distância, regiões hidrofóbicas, antes expostas 

ao solvente, podem se aproximar, até que elas interagem e podem formar uma conexão 

hidrofóbica. O ganho energético dessas interações é considerável e estão 

correlacionadas com regiões de especificidade (Kysilka, J. & Vondrasek, J., 2012), mas 

só ocorrem guiadas por grandes potenciais eletrostáticos. Portanto, uma maneira de 

avaliar as regiões de especificidade entre proteínas é mapeando-se potencias 

eletrostáticos próximos a sítios hidrofóbicos na superfície de interação. É importante 

salientar que não se trata da interação direta entre uma região de alto potencial 

eletrostático e um sítio hidrofóbico, mas sim uma relação indireta de potenciais 

eletrostáticos sobre regiões hidrofóbicas próximas da interface de interação.  

 Definir esses pontos não é trivial e consiste primeiramente em separar os 

contatos polares e contatos hidrofóbicos realizados por uma mesma região. Aqui, 

contato é definido como uma distância de no máximo 10 Å entre regiões com alto 

potencial eletrostático e sítios hidrofóbicos na interface de interação. Secundariamente, 

é necessário definir os potenciais eletrostáticos dessas regiões. Nesse contexto, este 

trabalho propõe uma metodologia para conseguir distinguir entre esses dois tipos de 

contato e definir os potenciais eletrostáticos através de dinâmica molecular. As 

simulações de dinâmica molecular se tornam grandes ferramentas nessa tarefa por 

incluírem o fator tempo na avaliação da interação entre as proteínas. "Se uma imagem 

vale por mais que mil palavras", imagine o valor de milhares de imagens sobrepostas 

em função do tempo. Nesse caso, o docking seria uma imagem e a dinâmica molecular a 

sobreposição de milhares de imagens, ou quadros como são conhecidos.  
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 O primeiro passo para essa metodologia é a identificação de todos os contatos 

polares realizados entre as duas proteínas durante um intervalo de tempo. Essa etapa é 

mais simples de realizar devido às ligações de hidrogênio que são feitas durante esses 

contatos. O resumo dessas regiões está contido Tabela 9. Para separar os contatos 

hidrofóbicos dos contatos polares, foi utilizada uma matriz de contatos contendo todas 

as distâncias entre átomos das interfaces de interação (Figura 33). Após a realização de 

uma conexão hidrofóbica, os resíduos hidrofóbicos interagem estavelmente a uma 

distância constante de forma que, assim como regiões realizando muitas LdH, podem 

ser identificados por meio da integração dos píxeis presentes em uma matriz de contato.  

 O GROMACS fornece uma ferramenta para integrar todos os contatos 

automaticamente ao fazer a matriz de contatos, gerando um gráfico com o número de 

contatos relativos estabelecidos por cada resíduo de aminoácido. Lembrando que a 

integração refere-se à matriz entre todos os contatos, intra- e intermoleculares, como 

ilustrado na Figura 33, que ilustra apenas a parte intermolecular da matriz original. O 

resultado dessa ferramenta, comparando Dock1 e Dock 2, pode ser visto na Figura 34: 

 

Figura 34: Aumento relativo de contatos feitos por cada aminoácido após 76 ns. Os 

primeiros 335 resíduos são referentes ao BT-R1 enquanto o restante é referente à toxina 

Cry1Ab. Esse gráfico indica quantas vezes mais contatos diferenciais foram feitos por um 

resíduo de aminoácido, durante a simulação, em relação ao seu estado inicial. 
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 A interpretação desse gráfico indica que, a partir da estrutura inicial do docking, 

os resíduos envolvidos em Dock2 fizeram mais novos contatos durante a simulação do 

que os resíduos de Dock1 (incluindo intra- e intermoleculares, com um peso maior para 

o último). Como é possível ver, essa integração não gera informações relativas às 

distâncias entre pares de resíduos, muito menos sobre quais regiões são contatos polares 

ou hidrofóbicos. A maneira escolhida para engajar essa questão foi extrair apenas a 

região contendo contatos intermoleculares da matriz original (Figura 33), e integrar 

separadamente cada região correspondendo às RULs usando a ferramenta "Plot Profile" 

do software para tratamento e análise de imagens, "ImageJ" (http://imagej.nih.gov/ij/). 

Para isso, os blocos de interação originais de BR-R1 e Cry1Ab (não as RULs) foram 

precisamente identificados nos eixos X e Y, respectivamente, das matrizes de contatos 

intermoleculares contidas na Figura 33. Dessa maneira foi possível identificar a área de 

cada bloco que deve ser integrada. Como exemplo desse processo, foi ilustrada a 

identificação de áreas feita em Dock1 (Figura 35). 

Figura 35: Identificação de áreas 

de integração referentes aos blocos 

de interação de cada proteína em 

Dock1. Em vermelho estão 

ilustradas as áreas referentes aos 

blocos de interação de Cry1Ab e em 

verde os referentes ao receptor BT-

R1. A figura é meramente ilustrativa 

e não reflete a área real usada na 

integração. Em amarelo estão 

ilustrados os contatos entre os blocos 

de interação de cada proteína, que 

simbolizam os contatos polares. 
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 Estabelecidas as áreas de integração, pode-se identificar os contatos hidrofóbicos 

como os pontos brancos que sobram depois da sobreposição das áreas verdes com áreas 

vermelhas, ou seja, excluindo-se as áreas amarelas da Figura 35. De fato, os contatos 

hidrofóbicos estarão representados, mas dois problemas surgem ao se analisar dessa 

maneira: (1) diferentemente dos blocos de interação, identificados pelos resíduos que 

participam de ligações de hidrogênio, não é possível identificar precisamente onde 

começam e terminam as regiões de contatos hidrofóbicos; (2) não é possível quantificar 

visualmente a intensidade de cada píxel (equivalente à média de distâncias) de 

diferentes regiões pois, além de pontos brancos, o que se procura são pontos brancos 

intensos medidos com precisão. 

 Estabelecidas as áreas, estas foram integradas com relação à Cry1Ab, ou seja, o 

equivalente às áreas vermelhas da Figura 35. O motivo de não se fazer também a 

integração com relação ao BT-R1 é que o objetivo do estudo é inferir quais regiões da 

toxina são responsáveis por determinar sua especificidade ao receptor. A partir dessa 

identificação, as regiões podem ser utilizadas em uma análise evolutiva visando 

entender como as toxinas 3D-Cry adquiriram toxicidade a tantas ordens de insetos e de 

maneira tão específica. Como essas regiões apresentam alto potencial eletrostático e 

estão próximas a sítios hidrofóbicos na interface de interação, é suficiente identificar, 

nos blocos de Cry1Ab, as região não polares de BT-R1 que estão em contato (≤10Å). Se 

essas regiões forem identificadas em um bloco, haverá indícios de que este bloco é 

capaz de interagir indiretamente sobre sítios hidrofóbicos. 

 A área integrada de cada bloco foi copiada individualmente e alinhada ao seu 

respectivo gráfico de integração, a fim de comprovar a precisão do método. Além disso, 

os gráficos oriundos de blocos equivalentes em Dock1 e Dock2 (i.e. blocos pertencentes 

a uma mesma RUL, Tabela 9) foram alinhados lado a lado para comparar o perfil de 

ligação dessas regiões. Como a área integrada foi diferente para cada caso, os valores 

absolutos de tons de cinza gerados pela integração não são comparáveis entre si. Por 

isso, foi tomado o cuidado de se organizar todos os dados em gráficos idênticos, com X 

e Y do mesmo tamanho, podendo-se então fazer uma comparação diretamente visual 

entre os picos. Por fim, foram identificados precisamente, no eixo X de cada gráfico, os 

blocos de BT-R1 que participam de LdH (polares). Dessa maneira foi possível fazer a 

busca por blocos de interação de Cry1Ab que estão próximos de regiões hidrofóbicas de 

BT-R1 (Figura 36, partes A, B e C). 
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Figura 36(A): Integração da matriz de contatos em relação aos blocos de interação de Cry1Ab. As 

áreas integradas de cada bloco foram copiadas individualmente e alinhadas aos seus respectivos gráficos. 

Eixos X e Y apresentam tamanhos idênticos, o que permite a comparação proporcional dos valores 

absolutos de tons de cinza integrados. A legenda do eixo X tem precisão limitada e não reflete a precisão 

usada para diferenciar os blocos de interação de BT-R1. Setas indicam sítios hidrofóbicos. 
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Figura 36(B): Integração da matriz de contatos em relação aos blocos de interação de Cry1Ab. As 

áreas integradas de cada bloco foram copiadas individualmente e alinhadas aos seus respectivos gráficos. 

Eixos X e Y apresentam tamanhos idênticos, o que permite a comparação proporcional dos valores 

absolutos de tons de cinza integrados. A legenda do eixo X tem precisão limitada e não reflete a precisão 

usada para diferenciar os blocos de interação de BT-R1. Setas indicam sítios hidrofóbicos. 
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Figura 36(C): Integração da matriz de contatos em relação aos blocos de interação de Cry1Ab. As 

áreas integradas de cada bloco foram copiadas individualmente e alinhadas aos seus respectivos gráficos. 

Eixos X e Y apresentam tamanhos idênticos, o que permite a comparação proporcional dos valores 

absolutos de tons de cinza integrados. A legenda do eixo X tem precisão limitada e não reflete a precisão 

usada para diferenciar os blocos de interação de BT-R1. Setas indicam sítios hidrofóbicos. 

  



 

115 

 

 Sete blocos de interações de Cry1Ab podem atuar indiretamente sobre regiões 

hidrofóbicas do receptor BT-R1. De fato, ao verificar na sequência do receptor que foi 

modelada, as regiões denotadas por setas na Figura 36 são todas caracterizadas pela 

presença de aminoácidos fortemente hidrofóbicos, como a região 1286IIDGN1290, entre 

CR11.2 e CR11.3, que contém dois resíduos de isoleucinas (Figura 36C) e é 

completamente exposta ao solvente. Curiosamente, todas as regiões denotadas por setas 

possuem pelo menos um resíduo de isoleucina. Ao final, as regiões com potencial de 

induzir conexões hidrofóbicas na interface de interação foram identificadas como sendo 

Ab1.2, Ab1.4, Ab2.3, Ab2.5, Ab3.1, Ab3.2 e Ab3.3. Dessas, apenas Ab2.3 representa o 

modelo Dock2. 

3.3.4. Cálculos de potenciais elétricos e pontes salinas 

 O passo seguinte foi identificar o potencial eletrostático dessas regiões. Para 

calcular o potencial eletrostático de uma região, primeiro somam-se todas as cargas, 

gerando uma densidade elétrica, e depois se integra essa soma para obter o campo 

elétrico dessa região. Por fim, uma nova integração do campo gera o potencial 

eletrostático. O potencial eletrostático pode ser interpretado como o cálculo de todas as 

energias potenciais eletrostáticas a uma determinada distância da molécula. As energias 

potenciais eletrostáticas, por sua vez, são uma medida da força de cargas, núcleos e 

elétrons dispersos ao redor da molécula. Assim, o potencial eletrostático mede a 

distribuição de cargas espalhadas por uma região.  

 Para o cálculo de potenciais eletrostáticos foram usadas as RULs, pois permitem 

comparar uma mesma região em Dock1 e Dock2, e obter informações suficientes sobre 

os blocos de interação. Os potencias estão apresentados na Tabela 10. 

 Utilizando o método descrito anteriormente, foi possível analisar 

individualmente todas as pontes salinas (intra e intermoleculares) em função do tempo 

da simulação. Entre as interações intermoleculares de curta distância, a ponte salina é a 

de maior energia, seguida das ligações de hidrogênio e dispersões de London. Portanto, 

pontes salinas duradoura indicam a estabilidade de uma região de interação. As pontes 

salinas intermoleculares realizadas em Dock1 e Dock2 foram analisadas em relação aos 

resíduos de Cry1Ab e selecionadas seguindo o critério de que pontes salinas duradouras, 

após estabelecerem contato ≤4Å, permanecem a essa distância até o final da simulação. 
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Cry1 Ab 

RUL 

Dock1 Dock2  

Potencial 
Eletrostático 

(Volts) 

Resíduos 
formando 

pontes 
salinas 

Resíduos 
participando 

em LdH 
persistentes 

Potencial 
Eletrostático 

(Volts) 

Resíduos 
formando 

pontes 
salinas 

Resíduos 
participando 

em LdH 
persistentes 

Ab1.1 0.896694 3 - 1.1386 3 4 
Ab1.2 -0.011749 0 3 -0.0350288 0 3 
Ab1.3 -0.0663191 3 6 -0.180324 1 4 
Ab1.4 -0.685776 1 - -0.671359 5 3 
Ab2.1 -0.521392 3 6 -0.4277 2 6 
Ab2.2 0.59271 2 - -0.248533 1 0 

Ab2.3 -0.473807 0 - -0.570484 1 0 
Ab2.4 -0.509048 1 2 -0.332048 - - 
Ab2.5 -0.849556 2 4 -0.643223 3 6 
Ab3.1 -0.748967 1 2 -0.843978 1 5 
Ab3.2 -0.553231 0 2 -0.79445 1 1 
Ab3.3 0.368967 1 1 0.598367 1 3 

BT-R1 

Binding 
Epitope 

Dock1 Dock2  

Potencial 
Eletrostático 

(Volts) 

Resíduos 
formando 

pontes 
salinas 

Resíduos 
participando 

em LdH 
persistentes 

Potencial 
Eletrostático 

 (Volts) 

Resíduos 
formando 

pontes 
salinas 

Resíduos 
participando 

em LdH 
persistentes 

CR-10.1 0.219628 0 0 0.196983 0 0 
CR-10.2 3.60153 2 0 6.85954 2 0 
CR-10.3 0.489269 3 2 1.43367 1 0 
CR-11.1 0.832953 4 7 1.3603 2 6 

CR-11.2 1.12163 3 13 2.03627 0 4 
CR-11.3 -0.535707 2 0 -0.95754 1 0 
CR-11.4 -0.0330054 0 1 -0.128658 1 4 
CR-12.1 -0.152157 0 1 -0.122961 1 0 
CR-12.2 1.89072 3 5 2.43783 3 12 

CR-12.2/12.3 0.757882 - - 0.895326 3 10 
CR-12.3 -0.365963 - - -0.362206 0 4 

CR-12.4 0.825676 2 5 1.77368 1 13 

Tabela 10: Potencial eletrostático das RULs e resumo dos resíduos de aminoácidos participando em 

pontes salinas e em ligações de hidrogênio persistentes. Regiões com potencial eletrostático positivo 

estão marcadas em tons de azul para diferenciar grandes potenciais (escuro) e potenciais moderados 

(claros). O mesmo foi feito para potenciais negativos em tons de vermelho. A tabela também mostra a 

contribuição, em número de resíduos participantes, de cada RUL para pontes salinas e LdH persistentes. 
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 Um total de 8 e 9 pontes salinas permaneceram ligadas estavelmente a uma 

distância ≤4Å em Dock1 e Dock2, respectivamente. Em Dock1, essas pontes se 

encontram em Ab1.3, Ab2.1, Ab2.5 e Ab3.1, e em Dock2 estão distribuídas entre 

Ab1.1, Ab1.4, Ab2.2, Ab2.3, Ab3.1 e Ab3.2. Esse resultado permite inferir que a região 

Ab3.1 tem um papel importante na estabilização da toxina ao receptor. 

 

3.3.5. Ensaio in vitro utilizando ressonância plasmônica de superfície (SPR) 

 Em uma tentativa de validar as interações observadas durante a dinâmica 

molecular, foram sintetizados alguns peptídeos correspondendo às RUL para utilização 

em ensaios de ligação por meio de SPR. Os ensaios foram feitos utilizando o 

equipamento Biacore X100, que monitora a interação entre duas ou mais moléculas em 

tempo real. Não existiam na literatura, até o momento dos ensaios, relatos sobre a 

interação entre peptídeos usando SPR, de maneira que os ensaios não tem uma 

referência de qualidade. O peptídeo correspondendo à RUL Ab2.5 (loop 3 do D-II) foi 

escolhido como analito devido à sua vasta descrição na literatura como uma região de 

reconhecimento ao receptor. Os primeiros ensaios utilizaram como ligante o peptídeo 

correspondendo à RUL de CR11.1 e como controles às RULs correspondendo à 

CR12.1, CR10.3 e Ab2.1. No modelo Dock1, CR11.1 é um dos blocos preditos a ligar-

se com Ab2.5 (Figura 36C). Já os outros peptídeos foram usados para avaliar interações 

inespecíficas, sendo que CR12.1 é predito para se ligar à Ab2.5 com uma afinidade mais 

baixa que CR11.1 e mais alta que os outros dois controles. O primeiro ensaio foi feito 

usando HBS (HEPES buffered saline) pH7,4, conforme os experimentos padrão do 

Biacore, utilizando uma concentração alta de CR11.1 (400 µM) (Figura 37). 
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Figura 37: Ensaio de SPR para a interação entre Ab2.5 e CR11.1 em pH 7,4. 

 

 O ensaio em pH 7,4 resultou em uma curva típica de interação específica entre 

os dois peptídeos, com uma dissociação lenta. No entanto, a concentração de ligante 

(CR11.1) utilizada foi muito elevada e o sinal muito baixo. Ensaios comuns de SPR 

geralmente utilizam no máximo 2 µM de ligante. Para tentar otimizar a interação, o 

ensaio foi repetido em pH 9,0 para simular o ambiente alcalino encontrado no intestino 

de Manduca sexta, onde a ligação de Cry1Ab com BT-R1 ocorre in vivo. Esse ensaio foi 

repetido três vezes e foi constatado saturação da ligação em concentrações de ligante 

próximas a 25 µM, de maneira que nos ensaios seguintes a concentração máxima de 50 

µM foi mantida para exemplificar esse fenômeno (Figura 38). 

Este experimento reproduziu o resultado do ensaio em pH 7,4 utilizando 266 vezes 

menos peptídeo, mas acarretou em uma dissociação rápida do ligante, indicando baixa 

afinidade na interação. Uma vez estabelecido o pH 9,0 como ótimo para a ligação, 

foram feitos testes com concentrações elevadas (330 µM) dos peptídeos controle 

(Figura 39). Os resultados mostraram baixa afinidade, o que indicou a existência de 

interações inespecíficas com Ab2.5. O experimento foi então repetido em um novo chip 

contendo Ab2.5 imobilizado, o ligante CR11.1 e os três controles negativos (Figura 40). 

Ab2.5 (Loop 3) + CR11.1 em pH 7,4

400 µM
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Figura 38: Ensaio de SPR para a interação entre Ab2.5 e CR11.1 em Tris HCl pH 9.0. A 

concentração de 1,5 µM foi destacada para comparar o ensaio feito em pH 7,4, uma vez que essa 

concentração produziu uma resposta de mesma intensidade. 

 

 

Figura 39: Ensaio de SPR para a interação entre Ab2.5 e os controles CR12.1, CR10.3 e Ab2.1 em 

Tris HCl pH 9,0. Foram utilizadas concentrações altas dos controles e foi observada a presença de 

interação inespecífica. 

150 mM NaCl pH9

Ab2.5 (Loop 3) + CR11.1 em pH 9,0

50 µM
25 µM

12.5 µM

6.25 µM

3.17 µM

1.5 µM
>250 vezes menos peptídeo

Ab2.5 + Controles Negativos em pH 9,0
(Duplicatas)

Controles Negativos 330 µM
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Figura 40: Ensaio de SPR para a interação entre Ab2.5 e o ligante CR11.1, acrescido dos controles 

CR12.1, CR10.3 e Ab2.1 (Tris HCl pH 9,0).  

  Nestes ensaios, os resultados obtidos foram os mesmos observados 

anteriormente, uma vez que foram imobilizadas quantidades similares de Ab2.5 no novo 

chip. Em seguida adicionou-se 50 mM de NaCl para avaliar a influência da adição de 

íons na interação entre os peptídeos (Figura 41). Neste ensaio a interação foi 

completamente abolida entre todos os peptídeos, sugerindo que estes se ligam 

principalmente por interações eletrostáticas. 

 

Figura 41: Repetição do ensaio de SPR na presença de NaCl 50 mM. 

Ab2.5 + CR11.1 + Controles Negativos em pH 9,0
(chip novo)

50 µM
25 µM

12.5 µM

6.25 µM

3.17 µM

1.5 µM

Controles Negativos 50 µM

Ab2.5 + CR11.1 + Controles Negativos em pH 9,0
+50 mM NaCl
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 Por fim, o experimento foi repetido em duplicatas utilizando-se concentrações 

baixas do ligante e controles. O sinal da resposta foi de baixa intensidade, mas 

apresentou um perfil compatível com a ocorrência de interação (Figura 42). 

 

Figura 42: Ensaio de SPR para a interação entre Ab2.5 e baixas concentrações do ligante CR11.1 e 

controles CR12.1, CR10.3 e Ab2.1 (Tris HCl pH 9,0).  

 

 Em geral, os ensaios de SPR utilizando peptídeos são promissores, e algumas 

estratégias podem ser utilizadas para aprimorar os resultados. Por exemplo, o peptídeo 

ligante (CR11.1) corresponde à sequência completa dessa RUL. No entanto, a região 

que interage unicamente com Ab2.5 é cerca de metade desse tamanho (o restante 

interage com outros blocos de Cry1Ab). Outro fator que dificultou bastante os ensaios 

foi a insolubilidade do peptídeo CR11.1, que pode ter influenciado também na variação 

de intensidade dos sinais, uma vez que a insolubilidade advém das interações 

intramoleculares deste peptídeo. Além disso, há a possibilidade da metade não ligante 

do peptídeo atrapalhar a interação da metade ligante. De qualquer forma, duas 

considerações devem ser feitas em relação a esses ensaios. Primeiramente, o fato de ter 

havido saturação em repetidos experimentos é um bom indicativo de se tratar de uma 

ligação específica ao invés de inespecífica. Por outro lado, foi imobilizado uma grande 

quantidade do peptídeo Ab2.5 ao chip, e como a ligação do ligante ao analito gera uma 

Ab2.5 + CR11.1 + Controles Negativos em pH 9,0
(Usando Concentrações Comuns em Duplicatas)

2 µM

1.5 µM

0.75 µM

0.375 µM

Controles Negativos 2.5 µM
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resposta proporcional à massa dessas moléculas, esperava-se uma resposta muito maior, 

já que houve saturação. O motivo disso ainda é especulativo. 

3.4 Conclusão 

 O conjunto de dados gerados por RMSD (Figura 30), LdH, pontes salinas, 

potencial eletrostático e matriz de contatos (Figura 36) indicam que Ab1.3, Ab2.1, 

Ab2.5 e Ab3.1, em Cry1Ab, e CR10.3, CR11.1, CR11.2, CR12.2 e CR12.4, em BT-R1, 

são as regiões que melhor descrevem a ligação da toxina ao receptor caderina em Dock1 

(Tabela 10 e Tabela 11).  

CR-10.1 

(1126-1139)

CR-10.2 

(1159-1177)

CR-10.3 

(1203-1219)

CR-11.1 

(1241-1262)

CR-11.2 

(1263-1285)

CR-11.3 

(1291-1307)

CR-11.4 

(1312-1327)

CR-12.1 

(1340-1351)

CR-12.2 

(1381-1403)

CR-12.2/12.3 

(1393-1415)

CR-12.3 

(1404-1425)

CR-12.4 

(1437-1450)

Ab1.1       

(81-95)
1/2 1 1 2 1/2

Ab1.2        

(146-154)
1/2 1 2 1/2

Ab1.3       

(204-219)
1 1/2 1 1 2 2 2 2

Ab1.4        

(220-233)
2 1 2 2 1/2

Ab2.1        

(279-295)
1 1 1/2 2 1 1/2 2 2

Ab2.2        

(308-320)
2 2 1 1 1 2 1

Ab2.3        

(337-350)
2 2 1 2 1

Ab2.4        

(369-379)
1 1 1

Ab2.5       

(434-449)
1 1/2 1 1/2 2 2 1

Ab3.1        

(483-504)
1 1 1 2 2 2 2

Ab3.2        

(552-567)
2 1 1 2 2

Ab3.3        

(593-598)
1 1 1 2 2

 

Tabela 11: Matriz das interações entre todas as regiões universais de ligação. As combinações entre 

RULs que interagem estão preenchidas em amarelo. O número contido em cada célula representa o 

modelo no qual ocorre a interação (1 = Dock1, 2 = Dock2). Células destacadas representam combinações 

entre RULs previstas como responsáveis pela interação específica da toxina ao receptor. As células 

destacadas com contorno roxo são exclusivas ao modelo Dock1; com contorno azul, exclusivas ao 

modelo Dock2; e com contorno preto, comuns a ambos os modelos. 

 O bloco de interação Ab1.3 apresenta forte ligação ao bloco CR11.2, como pode 

ser visto pro meio do número elevado de resíduos envolvidos em pontes salinas (3) e 

LdH persistentes (6), pelas medidas de RMSD (onde CR11.2 é estável) e pela 

integração da matriz de contatos (Figura 30 e Figura 36A). Curiosamente, o potencial 

eletrostático de Ab1.3 é próximo de zero. Essa região compreende à hélice α6 do 

domínio I, que tem a função de inserção na membrana das células intestinais do inseto. 

Possivelmente, a manutenção de um potencial eletrostático próximo de zero tem 
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implicações para a interação com a camada bilipídica. Além disso, a forte interação 

dessa região com BT-R1 pode ser capaz de induzir uma mudança conformacional que 

permita a clivagem da hélice α1.  

 Os blocos Ab2.5 e Ab3.1 apresentam os dois maiores potenciais eletrostáticos 

dos blocos de interação de Cry1Ab (Tabela 10). O bloco Ab3.um é o principal atuante 

na interação com o bloco CR11.três e é o provável responsável pela estabilidade dessa 

região, como pode ser visto por RMSD (Figura 30). Notavelmente, a ligação de 

hidrogênio mais persistente (ARG501-ASP1298) está presente nessa interface de 

interação (Tabela 8). Nos gráfico de pontes salinas (dados não mostrados), os resíduos 

que participam dessa LdH formam a ponte de salina mais forte observada, que 

permanece interagindo a uma distância média de 3,5 Å durante toda a simulação. A 

integração da matriz de contatos mostrou que as interações de Ab3.um com CR11.um e 

CR11.três podem atuar sobre o sítio hidrofóbico 1286IIDGN1290 (Figura 36C). 

 O bloco Ab2.um interage com o bloco CR11.um principalmente por meio de 

LdH, como pode ser visto na integração da matriz de contatos. Notavelmente, 

Ab2.cinco corresponde ao loop três do domínio II, uma região já reconhecida por 

participar da ligação aos receptores tipo-caderina. Essa região possui todas as 

características de uma região de ligação específica: alto potencial eletrostático, faz 

pontes salinas, apresenta LdH persistentes, a interface de ligação tem pouca variação de 

RMSD e ela está próxima a sítios hidrofóbicos. 

 Para exemplificar a importância de procurar regiões próximas a sítios 

hidrofóbicos, bem como a precisão da técnica de integração da matriz de contatos, foi 

escolhido o pico mais tênue identificado como um sítio hidrofóbico, 1310LI1311, 

localizado entre os blocos CR11.3 e CR11.4, para um estudo tridimensional. O que se 

viu é que esse sítio é completamente exposto ao solvente antes do docking molecular, 

conforme demonstrado em rosa na imagem esquerda da Figura 43. Após a interação de 

Ab2.5 (em preto) com BT-R1, a glutamina (amarelo), que antes estava orientada para a 

esquerda (imagem esquerda), foi deslocada "para cima" e passa a interagir com os 

aminoácidos carregados (em azul e vermelho, imagem direita), diminuindo a superfície 

de contato de 1310LI1311 (rosa) com o solvente. A glutamina (Q1314) permaneceu os 76 

ns da simulação nessa posição, estabilizada por ligações de hidrogênio intramoleculares 
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de BT-R1. Como controle, BT-R1 foi submetido a uma simulação paralela, somente em 

água, durante 20 ns. Os resultados de Dock2 também foram comparados. 

 

Figura 43: Sítio 1310LI1311 antes e após interação de Ab2.5 com BT-R1. O sítio hidrofóbico 1310LI1311 

(rosa) foi identificado por meio da integração da matriz de contato entre Cry1Ab e BT-R1. O sítio é 

completamente exposto ao solvente antes do docking molecular, conforme demonstrado em rosa na 

imagem esquerda. Após a interação de Ab2.5 (em preto) com BT-R1, a glutamina (amarelo), que antes 

estava orientada para a esquerda (imagem esquerda), é empurrada "para cima" e passa a interagir com os 

aminoácidos carregados (em azul e vermelho, imagem direita), diminuindo a superfície de contato de 

1310LI1311 com o solvente. Em branco, ao centro das imagens, há um núcleo hidrofóbico. 

 

 Na interface de interação de Dock2, Cry1Ab interage principalmente por meio 

dos blocos Ab1.1, Ab1.4, Ab2.1, Ab2.5 e Ab3.1, enquanto BT-R1 interage por meio dos 

blocos CR11.1, CR11.2, CR11.4, CR12.2 e CR12.4 (Tabela 10 e Tabela 11). Essas 

regiões apresentam características similares às encontradas em Dock1. A principal 

diferença encontrada é que a interface de interação de Dock2 possui menos sítios 

hidrofóbicos próximos, comparado a Dock1. Em geral, Dock2 parece um modelo mais 

estável, com RMSD da interface de interação bem equilibrado (Figura 31), 

apresentando um aumento significativo de interações durante a dinâmica (Figura 34) e 

um número maior de LdH persistentes no domínio CR12 (Tabela 10). O fato de ambos 

os modelos compartilharem três blocos de interação é um indicio positivo de que essas 

regiões direcionam a ligação da toxina ao receptor. 

 Alguns experimentos de SPR utilizando peptídeos sintetizados a partir das RULs 

indicaram a ocorrência de ligação entre Ab2.5 e CR11.1, uma ligação prevista pelo 

modelo Dock1 (Figura 42). Outros estudos poderão ser desenvolvidos para caracterizar 

melhor cada bloco participando da interface de interação. A decomposição das energias 

de curta distância de Van der Waals e Coulombianas podem indicar quais resíduos de 
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aminoácidos dentro de cada bloco de interação são determinantes na caracterização da 

especificidade entre o receptor e a toxina. Além disso, estudos envolvendo o caráter 

hidropático de todos os blocos de interação descritos aqui tem potencial para unir os 

dois modelos em um âmbito mais generalizado do estudo de interações proteicas. 

Também será necessário analisar a presença de aminoácidos hidrofóbicos diretamente 

implicados na interação e daqueles indiretamente afetados, como foi descrito neste 

trabalho. É interessante que o trabalho continue e que sejam conduzidos ensaios in vitro 

capazes de validar pelo menos um dos modelos. Experimentos de cross-linking 

associado à espectrometria de massa e ensaios de calorimetria de titulação isotérmica 

(ITC) são boas alternativas. 
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Conclusão Geral 

 Neste trabalho, uma parte importante da literatura referente a 100 anos de 

pesquisa com Bacillus thuringiensis foi organizada e apresentada de maneira concisa, 

visando estabelecer um ponto de partida para o estudo de Bt e sua aplicação na área de 

controle biológico. Adicionalmente, os modelos aqui propostos permitem a formulação 

de novas hipóteses e contribuem para esclarecimento da comunidade científica quanto à 

interação entre toxinas da família Cry1A e o receptor BT-R1.  

 Os resultados aqui apresentados foram comparados com vários trabalhos onde as 

interações de toxinas Cry1A foram avaliadas in vitro. O resultado dessa comparação 

mostrou que os modelos são pertinentes e compatíveis com vários experimentos 

envolvendo toxinas Cry1A e receptores tipo-caderina. Em alguns casos, foi possível 

extrapolar o modelo para famílias próximas, como a toxina Cry1Ia12, e até mesmo 

distantes, como Cry8Ka5 (Lucena, W.A. et al., 2014). No entanto, é necessária a 

realização de mais experimentos in vitro para indicar o modelo mais adequado. De 

qualquer forma, o consenso de que os blocos de interação Ab2.1, Ab2.5 e Ab3.1 

participam do direcionamento de toxinas Cry1A ao receptor caderina é um resultado 

que contribui para a engenharia e evolução de toxinas Cry. Se comprovado in vitro, o 

bloco de interação Ab3.1 será a primeira região do domínio III caracterizada como uma 

RBR (receptor binding region). Além disso, já existem indícios em trabalhos não 

publicados de que o domínio I também exerça um papel no reconhecimento ao receptor, 

o que corrobora com os dois blocos de interação, Ab1.3 e Ab1.4, preditos nos modelos 

aqui propostos.  

 Baseado em estudos empíricos, onde observa-se a preferência de resíduos de 

aminoácidos hidrofóbicos nas interfaces de interação entre proteínas, foi proposto um 

método preciso para achar sítios hidrofóbicos próximos a regiões de alto potencial 

eletrostático e constataram-se os efeitos desses potenciais sobre tais sítios. A existência 

de uma tétrade no reconhecimento ao receptor, composta por regiões dos três domínios, 

explica a promiscuidade das toxinas Cry a tantos receptores e pode ajudar no estudo dos 

mecanismos evolutivos envolvendo essas toxinas. Por fim, os dois modelos mostram 

que existe uma conservação de hidropaticidade nas regiões em que as toxinas Cry1A se 

ligam ao receptor e motivam para a necessidade de se analisar as sequências proteicas 
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em ambos os sentidos. Novos estudos com esse tipo de abordagem tem grande potencial 

para agregar conhecimento aos mecanismos de interação entre proteínas.  

 Este trabalho configura um importante passo na obtenção de uma Cry universal, 

que contenha uma arquitetura primordial funcional, mas cujas regiões de interação ao 

receptor possam ser desenhadas especificamente e aplicadas a desenhos experimentais 

controlados.  
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ANEXO 1 - Sequências de Cry1Ab e BT-R1; e modelos de script e alinhamento 

usados no MODELLER. 

 

>gi|359392456|gb|AEV45790.1| Cry1Ab [Bacillus thuringiensis] 

MDNNPNINECIPYNCLSNPEVEVLGGERIETGYTPIDISLSLTQFLLSEFVPGAGFVLGLVDIIWGIFGP 

SQWDAFLVQIEQLINQRIEEFARNQAISRLEGLSNLYQIYAESFREWEADPTNPALREEMRIQFNDMNSA 

LTTAIPLFAVQNYQVPLLSVYVQAANLHLSVLRDVSVFGQRWGFDAATINSRYNDLTRLIGNYTDHAVRW 

YNTGLERVWGPDFRDWIRYNQFRRELTLTVLDIVSLFPNYDSRTYPIRTVSQLTREIYTNPVLENFDGSF 

RGSAQGIEGSIRSPHLMDILNSITIYTDAHRGEYYWSGHQIMASPVGFSGPEFTFPLYGTMGNAAPQQRI 

VAQLGQGVYRTLSSTLYRRPFNIGINNQQLSVLDGTEFAYGTSSNLPSAVYRKSGTVDSLDEIPPQNNNV 

PPRQGFSHRLSHVSMFRSGFSNSSVSIIRAPMFSWIHRSAEFNNIIPSSQITQIPLTKSTNLGSGTSVVK 

GPGFTGGDILRRTSPGQISTLRVNITAPLSQRYRVRIRYASTTNLQFHTSIDGRPINQGNFSATMSSGSN 

LQSGSFRTVGFTTPFNFSNGSSVFTLSAHVFNSGNEVYIDRIEFVPAEVTFEAEYDLERAQKAVNELFTS 

SNQIGLKTDVTDYHIDQVSNLVECLSDEFCLDEKKELSEKVKHAKRLSDERNLLQDPNFRGINRQLDRGW 

RGSTDITIQGGDDVFKENYVTLLGTFDECYPTYLYQKIDESKLKAYTRYQLRGYIEDSQDLEIYLIRYNA 

KHETVNVPGTGSLWPLSAPSPIGKCAHHSHHFSLDIDVGCTDLNEDLGVWVIFKIKTQDGHARLGNLEFL 

EEKPLVGEALARVKRAEKKWRDKREKLEWETNIVYKEAKESVDALFVNSQYDRLQADTNIAMIHAADKRV 

HSIREAYLPELSVIPGVNAAIFEELEGRIFTAFSLYDARNVIKNGDFNNGLSCWNVKGHVDVEEQNNHRS 

VLVVPEWEAEVSQEVRVCPGRGYILRVTAYKEGYGEGCVTIHEIENNTDELKFSNCVEEEVYPNNTVTCN 

DYTATQEEYEGTYTSRNRGYDGAYESNSSVPADYASAYEEKAYTDGRRDNPCESNRGYGDYTPLPAGYVT 

KELEYFPETDKVWIEIGETEGTFIVDSVELLLMEE 

 

 

>gi|11545674|gb|AAG37912.1|AF319973_2 cadherin-related protein 

receptor BT-R1 [Manduca sexta] 

MAVDVRIAAFLLVFIAPAVLAQERCGYMTAIPRLPRPDNLPVLNFEGQTWSQRPLLPAPERDDLCMDAYH 

VITANLGTQVIYMDEEIEDEITIAILNYNGPSTPFIELPFLSGSYNLLMPVIRRVDNGEWHLIITQRQHY 

ELPGMQQYMFNVRVDGQSLVAGVSLAIVNIDDNAPIIQNFEPCRVPELGEPGLTECTYQVSDADGRISTE 

FMTFRIDSVRGDEETFYIERTNIPNQWMWLNMTIGVNTSLNFVTSPLHIFSVTALDSLPNTHTVTMMVQV 

ANVNSRPPRWLEIFAVQQFEEKSYQNFTVRAIDGDTEINMPINYRLITNEEDTFFSIEALPGGKSGAVFL 

VSPIDRDTLQREVFPLTIVAYKYDEEAFSTSTNVVIIVTDINDQRPEPIHKEYRLAIMEETPLTLNFDKE 

FGFHDKDLGQNAQYTVRLESVDPPGAAEAFYIAPEVGYQRQTFIMGTLNHSMLDYEVPEFQSITIRVVAT 

DNNDTRHVGVALVHIDLINWNDEQPIFEHAVQTVTFDETEGEGFFVAKAVAHDRDIGDVVEHTLLGNAVN 

FLTIDKLTGDIRVSANDSFNYHRESELFVQVRATDTLGEPFHTATSQLVIRLNDINNTPPTLRLPRGSPQ 

VEENVPDGHVITQELRATDPDTTADLRFEINWDTSFATKQGRQANPDEFRNCVEIETIFPEINNRGLAIG 

RVVAREIRHNVTIDYEEFEVLSLTVRVRDLNTVYGDDYDESMLTITIIDMNDNAPVWVEGTLEQNFRVRE 

MSAGGLVVGSVRADDIDGPLYNQVRYTIFPREDTDKDLIMIDFLTGQISVNTSGAIDADTPPRFHLYYTV 

VASDRCSTEDPADCPPDPTYWETEGNITIHITDTNNKVPQAETTKFDTVVYIYENATHLDEVVTLIASDL 

DRDEIYHTVSYVINYAVNPRLMNFFSVNRETGLVYVDYETQGSGEVLDRDGDEPTHRIFFNLIDNFMGEG 

EGNRNQNDTEVLVILLDVNDNAPELPPPSELSWTISENLKQGVRLEPHIFAPDRDEPDTDNSRVGYEILN 

LSTERDIEVPELFVMIQIANVTGELETAMDLKGYWGTYAIHIRAFDHGIPQMSMNETYELIIHPFNYYAP 

EFVFPTNDAVIRLARERAVINGVLATVNGEFLERISATDPDGLHAGVVTFQVVGDEESQRYFQVVNDGEN 

LGSLRLLQAVPEEIREFRITIRATDQGTDPGPLSTDMTFRVVFVPTQGEPRFASSEHAVAFIEKSAGMEE 

SHQLPLAQDIKNHLCEDDCHSIYYRIIDGNSEGHFGLDPVRNRLFLKKELIREQSASHTLQVAASNSPDG 

GIPLPASILTVTVTVREADPRPVFVRELYTAGISTADSIGRELLRLHATQSEGSAITYAIDYDTMVVDPS 

LEAVRQSAFVLNAQTGVLTLNIQPTATMHGLFKFEVTATDTAGAQDRTDVTVYVVSSQNRVYFVFVNTLQ 

QVEDNRDFIADTFSAGFNMTCNIDQVVPANDPVTGVALEHSTQMRGHFIRDNVPVLADEIEQIRSDLVLL 

SSIQTTLAARSLVLQDLLTNSSPDSAPDSSLTVYVLASLSAVLGFMCLVLLLTFIIRTRALNRRLEALSM 

TKYGSLDSGLNRAGIAAPGTNKHTVEGSNPIFNEAIKTPDLDAISEGSNDSDLIGIEDLPHFGNVFMDPE 

VNEKANGYPEVANHNNNFAFNPTPFSPEFVNGQFRKI 
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Script para MODELLER 

from modeller import * 

from modeller.automodel import * 

env = environ() 

# directories for input atom files 

env.io.atom_files_directory = ['.', '../atom_files'] 

# Read in HETATM records from template PDBs 

env.io.hetatm = True 

a = automodel(env, alnfile='CadMs.ali', knowns=('refine3D_1','cadyasara'), 

inifile='cadyasara', sequence='CadMs', assess_methods = assess.DOPE) 

a.starting_model = 1 

a.ending_model = 30 

a.deviation = 4                   # has to >0 if more than 1 model 

a.final_malign3d = True 

a.make() 

# Get a list of all successfully built models from a.outputs 

ok_models = filter(lambda x: x['failure'] is None, a.outputs) 

# Rank the models by DOPE score 

key = 'DOPE score' 

ok_models.sort(lambda a,b: cmp(a[key], b[key])) 

# Get top model 

m = ok_models[0] 

print "Top model: %s (DOPE score %.3f)" % (m['name'], m[key]) 

# Very thorough Variable Target Function Method (VTFM) optimization: 

a.library_schedule = autosched.slow 

a.max_var_iterations = 300 

# Thorough MD optimization: 

a.md_level = refine.slow 

# Repeat the whole cycle 2 times and do not stop unless obj.func. > 1E6 

a.repeat_optimization = 2 

a.max_molpdf = 1e6 

# Very thorough VTFM optimization: 

a.library_schedule = 1 

a.max_var_iterations = 200   
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Alinhamento para MODELLER 

>P1;CadMs 

sequence:CadMs   : :     : ::: 0.00: 0.00: 

ETTKFDTVVYIYENATHLDEVVTLIASDLDRDE-IYHTVSYVINYAVNPRLMNFFSVNRE 

TGLVYVDYETQGSGEVLDRDGDEPTHRIFFNLIDNFMGEGEGNRNQNDTEVLVILLDVND 

NAPELPPPSELSWTISENLKQGVRLEPHIFAPDRDEP-DTDNSRVGYEILNLSTERDIEV 

PELFVMIQIANVTGELETAMDLKGYWGTYAIHIRAFDH-GIP--QMSMNETYELIIHPFN 

YYAPEFVFPTNDAVIRLARERAVINGVLATVNGEFLERISATDPD--GLHAGVVTFQVVG 

DEESQRYFQVVNDGENLGSLRLLQAVPEEIRE-FRITIRATDQGTDPGPL---STDMTFR 

VVFVPTQGE--PRFASSEHAVAFIEKSAGMEESHQLPLAQDIKNHLCEDDCHS--IYYRI 

IDGNSEGHFGLDPVRNRLFLKKELIRE-----QSASHTLQVAASNSPDGGIPLPASI--- 

-----LTVTVTVRE-ADPRPVFVRELYTAGISTADSIGRELLRLHATQSEGSAIT----Y 

AIDYDTMVVDPSLEAVRQSAFVLNAQTGVLTLNIQPTATMH-GLFKFEVTATDTAGAQD- 

-----RTDV-------------............* 

>P1;1L3W 

structureX:1L3W:1:A:611: :::: 

DWVIPPIKVSENERGPFPKRLVQIKSN-KDRFNKVYYSIT---GQGADNPPQGVFRIEWE 

TGWMLVT-------RPLDREEYDKYVLSSHAVSEN------GSPVEEPMEITINVIDQND 

NRPKF-TQDVFRGSVREGVQPGTQVMA-VSATDEDDNIDSLNGVLSYSI--LKQDPEEPI 

PNLFTINRETGVISLIGTGLD-REKFPEYTLTVQATDLEGA---GLSVEGKAIIQITDAN 

DNAPIFDPKTYTALV--PENE----------IGFEVQRLSVTDLDMPGTPAWQAVYKIR- 

VNEGGFFNITTDPESNQGILTTAKGLDFELRKQYVLQITVENAEPFSVPL---PTSTATV 

TVTVEDVNEA-PFFVPAVSRVDVSEDLSRGEKIISL-------VAQDPDKQQIQKLSY-F 

IGNDPARWLTVNKDNGIVTGNGNLDRE-SEYVKNNTYTVIMLVTDD---GVSVGTGT--- 

-----GTLILHVLDVNDNGPVPSPRVFT---MCDQNPEP--QVLTISDADIPPNT----Y 

PYKVS---LSHGS---DLTWKAELDSKGT-SMLLSPTQQLKKGDYSIYVLLSDAQNNPQ- 

-LTVVNATVCSCEGKAIKCQ--------------* 

>P1;3Q2V 

structureX:3Q2V:1:A:536: :::: 

DWVIPPISCPENEKGEFPKNLVQIKSN-RDKETKVFYSIT---GQGADKPPVGVFIIERE 

TGWLKVT-------QPLDREAIAKYILYSHAVSSN------GEAVEDPMEIVITVTDQND 

NRPEF-TQEVFEGSVAEGAVPGTSVMK-VSATDADDDVNTYNAAIAYTI--VSQDPELPH 

KNMFTVNRDTGVISVLTSGLD-RESYPTYTLVVQAADLQGE---GLSTTAKAVITVKDIN 

DNAPVFNPSTYQGQV--PENE----------VNARIATLKVTDDDAPNTPAWKAVYTVV- 

NDPDQQFVVVTDPTTNDGILKTAKGL---DFEAKQQYILHVRVENEEPFEGSLVPSTATV 

TVDVVDVNEA-PIFMPAERRVEVPEDFGVGQEITSY-------TAREPDTFMDQKITY-R 

IWRDTANWLEINPETGAIFTRAEMDREDAEHVKNSTYVALIIATDD---GSPIATGT--- 

-----GTLLLVLLDVNDNAPIPEPRNMQ---FCQRNPQP--HIITILDPDLPPNT----S 

PFTAE---LTHGA---SVNWTIEYNDAAQESLILQPRKD----EYKIHLKLADNQNKDQ- 

-VTTLDVHVCDCEG--------------------* 

>P1;3Q2W 

structureX:3Q2W:1:A:542: :::: 

DWVIPPINLPENSRGPFPQELVRIRS-DRDKNLSLRYSVT---GPGADQPPTGIFIINPI 

SGQLSVT-------KPLDRELIARFHLRAHAVDIN------GNQVENPIDIVINVIDMND 

NRPEF-LHQVWNGSVPEGSKPGTYVMT-VTAIDADDP-NALNGMLRYRI--LSQAPSTPS 

PNMFTINNETGDIITVAAGLD-REKVQQYTLIIQATDMEGNPTYGLSNTATAVITVTDVN 

DNPPEFTAMTFYGEV--PENR----------VDVIVANLTVTDKDQPHTPAWNAAYRISG 

GDPTGRFAILTDPNSNDGLVTVVKPIDFETNRMFVLTVAAENQVPLAKGIQHPPQSTATV 

SVTVIDVNEN-PYFAPNPKIIRQEEGLHAGTMLTTL-------TAQDPDRYMQQNIRY-T 

KLSDPANWLKIDPVNGQITTIAVLDRE-SPNVKNNIYNATFLASDN---GIPPMSGT--- 

-----GTLQIYLLDINDNAPQVLPQEAE---TCE-TPEPNSINITALDYDIDPNA----G 

PFAFD---LPLSPVTIKRNWTINRLNGDFAQLNLK-IKF-EAGIYEVPIIITDSGNPPKS 

NISILRVKVC------------------------* 
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ANEXO 2 - Troca de email com Dr. Jurat-Fuente, Dr. Hua e Dr. Adang 

esclarecendo a importância do MPED para ligação às toxinas Cry1A. 
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ANEXO 3 - Função Kyte & Doolittle de hidropaticidade para Excel. 

(paste into a Visual Basic module)  

 

Function hphob(Segment As String) 

'Mike and Steve 1-9-10 from VB 

 

Static aa As String, ch$ 

Static Residue As String 

Static MultiVal, KDVal 

Static i% 

NumKDH = 0: aa = "" 

For i% = 1 To Len(Segment) 

ch$ = Mid(Segment, i%, 1) 

If InStr("ACDEFGHIKLMNQPRSTVWY", ch$) > 0 Then aa = aa & ch$ 

Next i% 

MultiVal = 0 

 

For i% = 1 To Len(aa) 

Residue = Mid(aa, i%, 1) 

GoSub GET_KD 

MultiVal = MultiVal + KDVal 

Next i% 

 

hphob = Round(MultiVal / Len(aa), 3) 

 

Exit Function 

 

GET_KD: 

Select Case Residue 

Case "Ile", "I" 

KDVal = 4.5 

Case "Val", "V" 

KDVal = 4.2 

Case "Leu", "L" 

KDVal = 3.8 

Case "Phe", "F" 

KDVal = 2.8 

Case "Cys", "C" 

KDVal = 2.5 

Case "Met", "M" 

KDVal = 1.9 

Case "Ala", "A" 

KDVal = 1.8 

Case "Gly", "G" 

KDVal = -0.4 

Case "Thr", "T" 

KDVal = -0.7 

Case "Trp", "W" 

KDVal = -0.9 

Case "Ser", "S" 

KDVal = -0.8 

Case "Tyr", "Y" 

KDVal = -1.3 

Case "Pro", "P" 

KDVal = -1.6 

Case "His", "H" 

KDVal = -3.2 

Case "Glu", "E" 

KDVal = -3.5 

Case "Gln", "Q" 

KDVal = -3.5 

Case "Asp", "D" 

KDVal = -3.5 

Case "Asn", "N" 

KDVal = -3.5 

Case "Lys", "K" 

KDVal = -3.9 

Case "Arg", "R" 

KDVal = -4.5 

Case Else 

End Select 

Return 

End Function  

#If your one-letter sequence is in cell A1, typing "=hphob(A1)" into cell B1 displays 

the hydropathy there.  
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ANEXO 4 - Nota de atualização do GROMACS v.4.6.3 

Changes that might affect your results 

 None for simulations set up with the traditional group cut-off scheme. 

 When switching from the group scheme to the Verlet scheme, integration of the 

equations of motion can get more accurate due to the exact cut-off treatment and 

buffering (this will, of course, depend on the original cut-off settings used). See the 

section Cut-off schemes for details. 

 Traditionally Gromacs has used pair-lists based on groups of atoms. These 

groups of atoms were orginally charge-groups, which were necessary with plain cut-off 

electrostatics. With the use of PME (or reaction-field with a buffer) charge groups were 

no longer necessary. Most force fields and MD packages do not use charge groups. In 

Gromacs the group based cut-off scheme is still used, mainly because it allows for 

extremely efficient non-bonded kernels for water, which is the most abundant molecule 

in (bio-)molecular simulations. The group cut-off scheme can be combined with a 

buffered pair-list, but this is tedious as is needs to be combined with tabulated 

potentials with continuous energy and force at the cut-off. 

 This main reason for implementing the, more common, buffered Verlet list 

scheme in version 4.6 was that a group scheme is inconvenient for streaming 

architectures such as GPUs. The new verlet scheme also works well on CPUs with SSE 

and AVX. Only for systems with a lot of water where energy conservation is not of 

primary concern the group pair-list scheme is faster. The Verlet list scheme has 

buffered neighborlists with exact cut-off's. Both the LJ and Coulomb potential are by 

default shifted to zero by subtracting the value at the cut-off. This ensures that the 

energy is the integral of the force. Still it is advisable to have small forces at the cut-off, 

hence to use PME or reaction-field with infinite epsilon. 

 The Verlet list scheme uses a new code path for the non-bonded interactions. In 

this code path charge groups are completely ignored. Particle pair forces (and energies 

when necessary) are calculated in groups of 4vs4 or 4vs8 particles. This is convenient 

for streaming but leads to a significant amount of zero interactions being calculated 

beyond the cut-off; this does not happen in the standard setup with the group cut-off 

scheme. 
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ANEXO 5 - Linhas de comando para rodar dinâmica no GROMACS. 

# Para gerar arquivo de .gro, de topologia (.top) e .itp (para caso de mais de uma 

cadeia) 

   

 pdb2gmx_d -f (protein).pdb -o (protein).gro -p (protein).top -i (protein).itp 

 

# Selecione o campo de força a ser utilizado quando lhe for solicitado. Por padrão usa-

se o 43a1. 

# Selecione o solvente a ser utilizado quando lhe for solicitado. Por padrão usa-se o 

SPC. 

 

Obs.: Se seu pdb tiver heteroatomos, verifique a ligação que cada um faz com outros 

atomos (pode-se utilizar o server lpccsu). Será necessário adicionar em sua topologia 

todas as ligações envolvidas, bem como indicar qual a ligação (tipo, distancia e 

denotação a ser utilizada) no arquivo: 

/usr/local/gromacs/share/gromacs/top/gromos43a1.ff/ffbonded.itp 

 

# Para gerar caixa 

    

 editconf_d -f (protein).gro -o (protein)_box.gro -c -d 1.0 

 

Legenda: 

-c (usado para centralizar caixa, não colocar valor) 

-d (distancia entre parade da caixa e molecula, dado em nanometros. Geralmente usa-

se valor 1.0) 

-bt (formato da caixa, normalmente usa-se cubic) 

 

 

#Para encher a caixa com solvente 

   

 genbox_d -cp (protein)_box.gro -cs -o (protein)_H2Obox.gro -p (protein).top 

 

Legenda: 

-cs (para encher com solvente, deixar em branco para utlizar solvente padrão) 

 

Obs.: Verificar no final topologia (.top) se solvente foi adicionado. 

 

# Para gerar .tpr a ser utilizado pelo mdrun na minimização 

   

 grompp_d -f em_steep.mdp -c (protein)_H2Obox.gro -p (protein).top -o 

(protein)_min.tpr 

 

Legenda: 
em_steep.mdp (arquivo script para gerar .tpr da minimização) 
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# Em caso de desequilibrio de cargas (ver resultado do grompp), equilibrar com 

genion 

   

 genion_d -s (protein)_min.tpr -o (protein)_ion.gro -np (x) -pname (XX) -pq (y) 

 

Legenda: 

-np (numero de ions a ser utilizado) 

-pname (sigla do ion, NA ou CL) 

-pq (carga do ion, ex. 1 ou -1) 

 

Obs.: Adicionar quantidade de ION de equilibrio e subtrair igualmente do solvente no 

final do arquivo de topologia. 

 

# Refazer arquivo .tpr após equilibrio de cargas 

 

 grompp_d -f em_steep.mdp -c (protein)_ion.gro -p (protein).top -o 

(protein)_min_ion.tpr 

 

# Para rodar minimização 

   

 mdrun_d -v -s (protein)_min_ion.tpr -o (protein)_min.trr -c (protein)_min.gro -e 

(protein)_min.edr -g (protein)_min.log >& (protein)_min.job & 

   

Legenda: 

& (para rodar em off) 

 

# Enquanto roda a minimização, preparar/atualizar adequadamente arquivos 

md_term, mdp_full e lista 

 

Obs.: Lembrar de adicionar Ion de equilibrio e heteroatomo (caso houver) nos arquivos 

md_term e md_full, bem como tau_t e ref_t. 

 

EX: 

tc-grps      =  Protein SOL NA CA 

tau_t               =  0.1 0.1 0.1 0.1 

ref_t               =  50 50 50 50 

; Energy monitoring 

energygrps          =  Protein SOL NA CA 

   

Obs.2: Na lista basta substuir os nomes dos arquivos com o de sua (protein). Utilize 

ferramenta “replace” do editor de texto. Verifique se o primeiro arquivo input 

corresponde ao .gro gerado após minimização. 
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ANEXO 6 - parâmetros do arquivo mdp para minimização de energia 

title               =  Yo 

cpp                 =  /lib/cpp 

define      =  -DFLEX_SPC 

constraints         =  none  

integrator          =  steep 

emtol       =  1 

emstep              =  0.001 

nsteps      =  100000 

nstcomm             =  1 

nstxout             =  100 

nstvout             =  100 

nstfout             =  0 

nstlog              =  100 

nstenergy           =  100 

nstlist             =  10 

ns_type             =  grid 

coulombtype         =  PME 

rlist               =  0.9 

rcoulomb            =  0.9 

rvdw                =  0.9 

pme_order           =  4 

; Berendsen temperature coupling is on in four groups 

Tcoupl              =  no 

; Isotropic pressure coupling is now on 

Pcoupl              =  no 

  



 

161 

 

ANEXO 7 - parâmetros do arquivo mdp para termalização de energia 

cpp                 =  /lib/cpp 

define      =  -DPOSRE (-DFLEX_SPC p/ outras temp) 

constraints         =  all-bonds 

integrator          =  md 

tinit               =  0.0 (1/10/15/20/25/30)_ 

dt                  =  0.002 ; ps ! 

nsteps              =  500 ; total 1 ps. (9/5/5/5/5/5ps) 

nstcomm             =  1 

nstxout             =  100 

nstvout             =  100 

nstfout             =  0 

nstlog              =  100 

nstenergy           =  100 

nstlist             =  10 

ns_type             =  grid 

coulombtype         =  PME 

rlist               =  0.9 

rcoulomb            =  0.9 

rvdw                =  0.9 

fourierspacing      =  0.12 

optimize_fft     =  yes 

pme_order           =  4 

ewald_rtol          =  1e-5 

; Berendsen temperature coupling is on in four groups 

Tcoupl              =  berendsen 

tc-grps      =  Protein SOL NA CA Protein2 

tau_t               =  0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 

ref_t               =  50 50 50 50 50 (igual o gen_temp) 

; Energy monitoring 

energygrps          =  Protein SOL NA CA Protein2 

; Isotropic pressure coupling is now on 

Pcoupl              =  berendsen 

Pcoupltype          = isotropic 

tau_p               =  0.5 

compressibility     =  4.5e-5 

ref_p               =  1.0 

; Generate velocites is off at 100 K. 

gen_vel             =  yes  

gen_temp            =   50.0 (50/100/150/200/250/300) 

gen_seed            =  173529 
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ANEXO 7 - parâmetros do arquivo mdp para dinâmica 

cpp                 =  /lib/cpp 

define      =  -DFLEX_SPC 

constraints         =  all-bonds 

integrator          =  md 

tinit               =  35.0 

dt                  =  0.002 ; ps ! 

nsteps              =  982500 ; total 35-2000 ps (+1M/2ps) 

nstcomm             =  1 

nstxout             =  250 

nstvout             =  1000 

nstfout             =  0 

nstlog              =  100 

nstenergy           =  100 

nstlist             =  10 

ns_type             =  grid 

coulombtype         =  PME 

rlist               =  0.9 

rcoulomb            =  0.9 

rvdw                =  0.9 

fourierspacing      =  0.12 

optimize_fft     =  yes 

pme_order           =  4 

ewald_rtol          =  1e-5 

; Berendsen temperature coupling is on in four groups 

Tcoupl              =  berendsen 

tc-grps      =  Protein SOL NA CA Protein2 

tau_t               =  0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 

ref_t               =  310 310 310 310 310 

; Energy monitoring 

energygrps          =  Protein SOL NA CA Protein2 

; Isotropic pressure coupling is now on 

Pcoupl              =  berendsen 

Pcoupltype          = isotropic 

tau_p               =  0.5 

compressibility     =  4.5e-5 

ref_p               =  1.0 

; Generate velocites is off at 100 K. 

gen_vel             =  no  

gen_temp            =  310.0 

gen_seed            =  173529 
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ANEXO 8 - lista de arquivos/eventos da simulação 

#grompp_d -f md_term-a.mdp -c cadms-cry1ab_min.gro -p cadms-cry1ab.top -o 

cadms-cry1ab_term_a.tpr 

#mdrun_d -v -s cadms-cry1ab_term_a.tpr -o cadms-cry1ab_term_a.trr -c cadms-

cry1ab_term_a.gro -e cadms-cry1ab_term_a.edr -g cadms-cry1ab_term_a.log 

 

#grompp_d -f md_term-b.mdp -c cadms-cry1ab_term_a.gro -p cadms-cry1ab.top -o 

cadms-cry1ab_term_b.tpr 

#mdrun_d -v -s cadms-cry1ab_term_b.tpr -o cadms-cry1ab_term_b.trr -c cadms-

cry1ab_term_b.gro -e cadms-cry1ab_term_b.edr -g cadms-cry1ab_term_b.log 

 

#grompp_d -f md_term-c.mdp -c cadms-cry1ab_term_b.gro -p cadms-cry1ab.top -o 

cadms-cry1ab_term_c.tpr 

#mdrun_d -v -s cadms-cry1ab_term_c.tpr -o cadms-cry1ab_term_c.trr -c cadms-

cry1ab_term_c.gro -e cadms-cry1ab_term_c.edr -g cadms-cry1ab_term_c.log 

 

#grompp_d -f md_term-d.mdp -c cadms-cry1ab_term_c.gro -p cadms-cry1ab.top -o 

cadms-cry1ab_term_d.tpr 

#mdrun_d -v -s cadms-cry1ab_term_d.tpr -o cadms-cry1ab_term_d.trr -c cadms-

cry1ab_term_d.gro -e cadms-cry1ab_term_d.edr -g cadms-cry1ab_term_d.log 

 

#grompp_d -f md_term-e.mdp -c cadms-cry1ab_term_d.gro -p cadms-cry1ab.top -o 

cadms-cry1ab_term_e.tpr 

#mdrun_d -v -s cadms-cry1ab_term_e.tpr -o cadms-cry1ab_term_e.trr -c cadms-

cry1ab_term_e.gro -e cadms-cry1ab_term_e.edr -g cadms-cry1ab_term_e.log 

 

#grompp_d -f md_term-f.mdp -c cadms-cry1ab_term_e.gro -p cadms-cry1ab.top -o 

cadms-cry1ab_term_f.tpr 

#mdrun_d -v -s cadms-cry1ab_term_f.tpr -o cadms-cry1ab_term_f.trr -c cadms-

cry1ab_term_f.gro -e cadms-cry1ab_term_f.edr -g cadms-cry1ab_term_f.log 

 

#grompp_d -f md_term-g.mdp -c cadms-cry1ab_term_f.gro -p cadms-cry1ab.top -o 

cadms-cry1ab_term_g.tpr 

#mdrun_d -v -s cadms-cry1ab_term_g.tpr -o cadms-cry1ab_term_g.trr -c cadms-

cry1ab_term_g.gro -e cadms-cry1ab_term_g.edr -g cadms-cry1ab_term_g.log 

 

#rm *.*# mdout.mdp -f 

 

#grompp_d -f md_full-02000.mdp -c cadms-cry1ab_term_g.gro  -p cadms-cry1ab.top 

-o cadms-cry1ab_02000.tpr -n cadms-cry1ab.ndx 

#mdrun_d -v -s cadms-cry1ab_02000.tpr -o cadms-cry1ab_02000.trr -c cadms-

cry1ab_02000.gro -e cadms-cry1ab_02000.edr -g cadms-cry1ab_02000.log 

 

#grompp_d -f md_full-04000.mdp -c cadms-cry1ab_02000.gro -p cadms-cry1ab.top -

o cadms-cry1ab_04000.tpr -n cadms-cry1ab.ndx 

#mdrun_d -v -s cadms-cry1ab_04000.tpr -o cadms-cry1ab_04000.trr -c cadms-

cry1ab_04000.gro -e cadms-cry1ab_04000.edr -g cadms-cry1ab_04000.log 

 

#grompp_d -f md_full-06000.mdp -c cadms-cry1ab_04000.gro -p cadms-cry1ab.top -

o cadms-cry1ab_06000.tpr -n cadms-cry1ab.ndx 

#mdrun_d -v -s cadms-cry1ab_06000.tpr -o cadms-cry1ab_06000.trr -c cadms-

cry1ab_06000.gro -e cadms-cry1ab_06000.edr -g cadms-cry1ab_06000.log 

 

#grompp_d -f md_full-08000.mdp -c cadms-cry1ab_06000.gro -p cadms-cry1ab.top -

o cadms-cry1ab_08000.tpr -n cadms-cry1ab.ndx 

#mdrun_d -v -s cadms-cry1ab_08000.tpr -o cadms-cry1ab_08000.trr -c cadms-

cry1ab_08000.gro -e cadms-cry1ab_08000.edr -g cadms-cry1ab_08000.log 

 

#grompp_d -f md_full-10000.mdp -c cadms-cry1ab_08000.gro -p cadms-cry1ab.top -

o cadms-cry1ab_10000.tpr -n cadms-cry1ab.ndx 

#mdrun_d -v -s cadms-cry1ab_10000.tpr -o cadms-cry1ab_10000.trr -c cadms-

cry1ab_10000.gro -e cadms-cry1ab_10000.edr -g cadms-cry1ab_10000.log 

 

E por aí vai..  
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