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A produção nacional de milho deve atingir
45,8 milhões de toneladas em 2003. Essa
produção poderia ter sido maior se as perdas
verificadas no processo produtivo fossem
minimizadas. Diversos fatores contribuíram
para isso. Entre eles, o dano causado pela
lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda) é
significativo, com prejuízos de até 34% da
produção. A base do controle de pragas é o
uso de inseticidas químicos, de custo elevado
e conseqüências de toxicidade negativas ao
homem e ao meio ambiente. O controle
biológico e a produção de plantas
transgênicas são excelentes alternativas para
minimizar os danos causados pela lagarta-do-
cartucho, reduzindo os custos de produção e
preservando a saúde pública e ambiental.

Atividades inseticidas têm sido descritas em
polipeptídios isolados das glândulas de
veneno de diferentes espécies de aranhas

(Adams et al., 1989; Branton et al., 1987;
Dulubova et al., 1996; Magazanik et al.,
1992; Skinner et al., 1989, 1992; Stapleton et
al., 1990). O veneno da aranha armadeira sul-
americana (Phoneutria nigriventer) é rico em
polipeptídios com ação neurotóxica, que se
caracterizam pelo baixo peso molecular e por
se ligarem com alta afinidade e especificidade
aos canais iônicos celulares, alterando seu
comportamento (Araujo et al., 1993; Diniz,
1963; Entwhistle et al., 1982; Fontana e
Brazil, 1985; Guatimosin et al., 1997; Hoover
et al., 1996; Prado et al., 1996; Shenberg e
Pereira Lima, 197). Desse modo, toxinas de
aranha surgem como importante e ainda
inexplorada alternativa para o controle
biológico. Bioensaios com proteínas
recombinantes em sistema heterólogo e a
produção de plantas transgênicas sintetizando
toxinas inseticidas endogenamente
constituem estratégia promissora nessa área.
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No último caso, os níveis e a localização da
expressão dos transgenes podem ser
regulados, permitindo a presença contínua da
toxina em toda a planta ou em tecidos
específicos. Esse processo possibilita a
incorporação de novos genes àqueles
utilizados pelo melhoramento genético
clássico, ampliando as perspectivas de
obtenção de genótipos mais produtivos.

O polipeptídio Tx4(6-1), isolado de P.
nigriventer, é uma  toxina específica para
insetos e sem efeito tóxico em aves e
mamíferos (Gomes & Kalapothakis,
comunicação pessoal). Testes in vitro,
realizados com a mosca caseira, gafanhotos e
baratas, mostraram que esse polipeptídio foi
letal quando inoculado no abdomen  do
inseto, em doses entre 0,02 e 2,5 ng/mg. Os
insetos estudados apresentaram sintomas de
intoxicação logo após a injeção e não foram
capazes de reverter o quadro de tremor,
movimentos desordenados e morte (Figueiredo
et al., 1995). Biotestes de toxicidade dessas
proteínas em insetos-praga da cultura do
milho poderão fornecer importantes resultados

em termos de alternativas para tecnologia de
transgênicos visando resistência de plantas.
Contudo, a baixa concentração de Tx4(6-1)
nos extratos totais de veneno e as
dificuldades de purificação da proteína em
grande escala inviabilizam a realização de
bioensaios. A clonagem e a expressão de
Tx4(6-1) em sistemas heterólogos
possibilitariam contornar essa limitação.
Figueiredo et al. (1995) isolaram o cDNA que
codifica o polipeptídio Tx4(6-1), que codifica
uma proteína precursora com 82 resíduos de
aminoácidos, dos quais 16 resíduos no N-
terminal correspondem ao peptídio sinal de
endereçamento do polipeptídio nascente para
o retículo endoplasmático (Figura 1). No
lúmen da glândula de veneno, o propeptídio é
clivado por proteases específicas, originando
o peptídio ativo (48 aa), que exibe atividade
inseticida. Dois primers flanqueando as
regiões 5’ e 3’ do cDNA de Tx4(6-1) foram
utilizados em reação de PCR, para amplificar a
região codificadora do peptídio ativo
(Forward: 5’- GAAGAATCGCCCGGG
TGCGGCG-3’ e Reverse: 5’-
CGAGGTATTCACGGATCCACC-3’ (Figura 2).

Figura 1.  Seqüência parcial do clone de cDNA e do propeptídio TX4(6-1). A seqüência de aminoácidos grifados corresponde ao
sinal de endereçamento para o retículo endoplasmático e os resíduos sombreados são removidos por proteases no lúmen da
glândula do veneno. O peptídio ativo está numerado de 1 a 48 e o asterisco assinala a posição em que foi introduzida uma glicina
após a clonagem em pMal. As regiões sombreadas na seqüência de DNA do clone Tx4(6-1) correspondem aos primers sintetizados
para amplificação e clonagem do peptídio ativo. As mutações criando os sítios de restrição (Sma I e Bam HI) para clonagem do
inserto amplificado também estão indicadas.
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O fragmento amplificado com
aproximadamente 144 pb foi purificado do gel
de agarose 0,8%, digerido com as enzimas de
restrição Sma I e BamH I, clonado no vetor
pUC 18 e seqüenciado para determinar a
fidelidade do PCR. A introdução do codon
GGG foi confirmada na posição 5’ da
seqüência de DNA que codifica para o
peptídio ativo Tx4(6-1). De fato, isso era
esperado, pois a clivagem com Sma I,
realizada entre o triplete CCC e GGG na
seqüência de DNA introduz um resíduo Glicina
na região amino-terminal do peptídio Tx4(6-1).
Em seguida, o inserto codificador do peptídio
ativo modificado foi retirado do vetor pUC 18,
usando as mesmas enzimas de restrição e
clonado em fusão com o gene da maltose
binding protein (MBP) nos sítios Xmn I e
BamH I do vetor pMAL de expressão em
bactérias (Figura 3). O programa Peptide Mass
foi utilizado para calcular a massa relativa das
proteínas envolvidas na clonagem. A proteína
MBP nativa possui massa molecular de
aproximadamente 50831,22 Da. A digestão
do gene da MBP com a enzima de restrição
Xmn I gera um peptídio de 42469,93 Da. O
peptídio ativo Tx4(6-1) possui massa

molecular de aproximadamente 5308,16 Da e
a proteína de fusão MBP/Tx4(6-1) apresenta
massa molecular equivalente a 47760,08 Da.
Essas informações foram importantes para
auxiliar na identificação das proteínas
expressas e para monitorar os experimentos.
As bandas nos blots apresentados possuem
massa molecular equivalentes àqueles preditos
pelo Peptide Mass.

Figura 2. Esquema da clonagem do peptídio ativo Tx4(6-1) em pUC 18.  O DNA codante para o peptídio ativo de Tx4(6-1) foi
amplificado por PCR, utilizando primers contendo os sítios para enzimas de restrição Sma I e Bam HI. A reação de ligação foi
realizada após a digestão do inserto e do vetor pUC 18 com as enzimas de restrição adequadas. Em seguida, o produto da ligase foi
usado para transformar E. coli JM109.

Figura 3. Esquema da indução da proteína de fusão MBP/Tx4(6-
1) em Escherichia coli. Na ausência de IPTG, o produto lac I do
vetor pREP liga-se ao ptac, prevenindo a expressão basal da
proteína de fusão clonada em pMal. Na presença do indutor
ptac, é desbloqueado, ocorrendo a síntese da proteína de fusão
MBP/Tx4(6-1).
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A construção MBP/Tx4(6-1) no vetor pMal foi
utilizada para co-transformar a estirpe M15 de
Escherichia coli com o plasmídeo pRep.  O
plasmídeo pRep é um repressor forte do
operon Lac e, dessa forma, impediu a
expressão basal da proteína de fusão. Essa
medida foi adotada para prevenir possíveis
efeitos de toxicidade da proteína de fusão
para E. coli.  As bactérias M15 transformadas
foram selecionadas e as colônias positivas
foram crescidas durante oito horas em meio
LB enriquecido com maltose. Após quatro
horas de indução com IPTG
(isopropylthiogalactoside) em concentração
final de 0,3 mM, a cultura foi centrifugada a
3000 x g por dez minutos a 4 oC. Em seguida,
o sedimento foi ressuspenso em tampão da
coluna (1M Tris-HCl, pH 7,4, 0,3 M NaCl,  0,1
M EDTA, 0,7 M azida sódica) e incubado a –
20 oC durante oito horas. Após esse período,
a suspensão foi sonicada por dois minutos em
pulsos de 15 segundos e centrifugado a 9000
x g por 30 minutos a 4 oC. O sobrenadante foi
diluído cinco vezes em tampão da coluna e
cromatografado em coluna de amilose (Figura
4). Após lavagem da coluna com 12 volumes
de tampão da coluna, a proteína de fusão foi
eluída com tampão da coluna contendo
maltose 10 mM. O grau de pureza da proteína

de fusão foi evidenciado em gel SDS-PAGE
12% corado com Comassie blue (Figura 5A) e
por “western blot” (Figura 5B). Em seguida, a
proteína de fusão foi clivada com fator Xa
(Figura 6) e usada em biotestes com a lagarta-
do-cartucho do milho. Quantidades
equivalentes a 15,0 µg de proteína de fusão
foram administradas na cavidade abdominal
de 20 larvas e de 20 insetos adultos, que
apresentaram diminuição de movimentos e
tetania logo após as injeções. Contudo, não
foi observada mortalidade de larvas e de
insetos adultos. Ressalta-se que as larvas
inoculadas com a proteína recombinante
tiveram seu período de desenvolvimento
prolongado por aproximadamente dez dias,
quando comparadas com as lagartas-controle.
Utilizaram-se como controle larvas e formas
adultas, inoculadas separadamente com 10 µL
de água destilada autoclavada, 10 µL de
tampão da coluna, 10 µL de tampão de
amostra contendo a proteína recombinante
não clivada e 10 µL de tampão de amostra
contendo 15 µg de proteína MBP.
Alternativamente,  pequenos pedaços de
folhas de milho foram embebidos na mesma
quantidade de proteína (15 µg da toxina
recombinante clivada com fator Xa) e
fornecidas como dieta alimentar de larvas.
Nesses casos, foi observado 100% de
mortalidade em apenas 30 minutos. Portanto,
foi verificado que o peptídio Tx4(6-1),
expresso em bactéria, possui ação inseticida
eficaz quando adicionado à dieta das larvas.

Foram produzidos anticorpos policlonais anti-
MBP/Tx4 em coelho, usando a proteína de
fusão eletroeluída após SDS-PAGE (Figura 7).
O anticorpo será essencial em etapas
posteriores do projeto, para verificar o nível e
a integridade da proteína que será expressa
em plantas e em estudos imunocitoquímicos
para análise do endereçamento de proteínas
nas células.

Figura 4. Esquema da purificação da proteína de fusão MBP/
Tx4(6-1). Após quatro horas de indução com IPTG, a cultura
bacteriana é lisada, sonicada e  centrifugada. O sobrenadante é
diluído e aplicado à coluna de amilose. Em seguida, 20 mM de
maltose são aplicados à coluna, liberando a proteína de fusão
MBP/Tx4(6-1). A fração contendo a proteína recombinante é
tratada com fator Xa de coagulação e o peptídio ativo é
liberado da MBP.
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Figura 5. Eletroforese em SDS-PAGE a 12,5% (A) e western blot sondado com anticorpo anti-MBP (B) do extrato protéico total de
E. coli induzido com IPTG. As linhas 1, 3 e 5 foram carregadas com M15 pREP, M15 pMAL e M15 pMAl/proteína de fusão na
ausência de indução, respectivamente, e as linhas 2 e 4 foram carregadas com M15 pREP e M15 pMAL/MBP após indução com 10
mM IPTG,  respectivamente; 6 e 7 = M15 pMAl/proteína de fusão após 2 e 8 horas de indução respectivamente. M = marcador
de peso molecular rainbow (New England Biolabs).
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