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Análises in vitro de receptores membranares de proteínas Cry em larvas de lepidópteros

1. Introdução

bactéria ubíqua, Bacillus

thuringiensis tem ação
entomopatogênica relaci-
onada ao corpo de inclu-
são paraesporal, que se

forma durante a esporulação, sendo
este constituído de proteínas Cry codi-
ficadas por genes cry (Höfte & White-
ley, 1989; Schnepf et al., 1998). As
proteínas Cry têm mostrado atividade
inseticida altamente específica entre
as diversas ordens de insetos, como:
Lepidoptera, Diptera, Coleoptera
(Zhong et al., 2000); Hymenoptera,
Hemiptera, Orthoptera, Isoptera e
Malophaga (Feitelson et al., 1992; De
Maagd et al., 2001; Castilhos-Fortes et
al., 2001), além de Nematóides (Mar-
roquin et al., 2000), Ácaros, Protozoá-
rios e Fitopatógenos.

especificidade do isolado de B. thurin-

giensis e à espécie-alvo, tanto pela
alcalinidade do sistema digestivo quanto
pela composição dos cristais (Aronson
et al., 1991).

*  ativação das proteínas Cry pe-
las enzimas digestivas formando frag-
mentos tóxicos de 60-65 kDa (Schne-
pf et al., 1998). Nessa fase tanto a
composição proteolítica quanto à es-
trutura protéica do cristal são impor-
tantes (Choma et al., 1990).

*  ligação das toxinas aos recep-
tores específicos às microvilosidades
das células epiteliais do intestino mé-
dio das larvas suscetíveis. Os estudos
realizados com Brush Border Membra-

ne Vesicles (BBMV) isoladas de larvas
de lepidópteros mostram que ligações
de forte afinidade entre as proteínas e
os receptores são consideradas fatores
determinantes do espectro inseticida
(Hofmann et al., 1988; Van Rie et al.,
1989 e 1990; Fiuza et al., 1996). Esses
autores mostram que há uma correla-
ção positiva entre a ligação, in vitro, da
toxina no receptor intestinal e a toxici-
dade, in vivo. Por outro lado, outros
estudos descrevem que o reconheci-
mento do receptor é necessário, mas
não é suficiente para provocar a toxi-
cidade, sugerindo a existência de ou-
tros fatores relacionados ao modo de
ação das delta-endotoxinas (Wolfers-
berger, 1990). Em 1994, Knight et al.
isolaram, das BBMVs de larvas de Man-

duca sexta (Lep., Sphingidae), uma
aminopeptidase N implicada na intera-
ção da toxina Cry1Ac. Os modelos de
receptores atualmente descritos mos-
tram que um inseto pode apresentar
quantidade variável de diversas classes
de receptores, os quais podem ser
reconhecidos por diferentes toxinas
(Hua et al., 2001). Diversos autores

Os dados atuais, na escala mundi-
al, revelam mais de 60.000 isolados de
B. thuringiensis, correspondentes a
82 subespécies descritas até 1999,
com cerca de 300 genes cry distribuí-
dos em 34 classes (Pinto & Fiuza,
2002). A revisão da nomenclatura dos
genes cry de B. thuringiensis foi pu-
blicada por Crickmore et al. (1998), a
qual vem sendo atualizada no Web

Site: http://biols.susx.ac.uk/Home/

Neil_Crickmore/Bt/index.html.

Como mecanismo de ação, entre
a ingestão das proteínas Cry de B.

thuringiensis e a morte das larvas dos
insetos suscetíveis, destacam-se as se-
guintes fases:

* solubilização do corpo de inclu-
são paraesporal em pH alcalino no
intestino médio dos insetos, liberando
as proteínas Cry com massa molecular
de 130-140 kDa a 70 kDa (Schnepf et
al., 1998). Essa fase é determinante à

Bacillus thuringiensis



Biotecnologia Ciência & Desenvolvimento n.32 - janeiro/junho 2004      85

sugerem que estes modelos podem
explicar a especificidade das proteínas
Cry de B. thuringiensis.

* indução à formação de poros na
membrana celular do epitélio intesti-
nal (Höfte & Witeley, 1989; Schnepf et
al., 1998).

* desequilíbrio iônico entre o ci-
toplasma e o meio externo à célula
(Gill et al., 1992; Knowles & Bow,
1993). As análises histopatológicas re-
alizadas após a intoxicação dos insetos
mostram a destruição das microvilosi-
dades, hipertrofia das células epiteliais,
vacuolização do citoplasma e lise celu-
lar, levando o inseto à paralisia e morte
(Endo & Nishiitsuji-Uwo, 1981; Bravo
et al., 1992a,b; Denolf et al., 1993a,b).

Considerando a especificidade
inseticida das proteínas Cry de B. thu-

ringiensis, de acordo com Meadows
(1993), até o momento não foram
descritos casos de intoxicações de
mamíferos através dos alimentos. Por
outro lado, em estudos com toxinas de
B. thuringiensis israelensis, adminis-
tradas via parenteral, foi observada a
atividade citolítica para diversas célu-
las de mamíferos (Thomas & Ellar,
1983; Armstrong et al., 1985; Meado-
ws, 1993). Face aos referidos dados,
esse entomopatógeno tem sido consi-
derado seguro ao homem e ao ecossis-
tema.

Na seleção das proteínas insetici-
das, sintetizadas por essa bactéria, as
análises in vitro dos receptores mem-
branares podem viabilizar uma rápida
determinação do espectro de ação das
proteínas Cry contra as espécies alvo,
sendo em seguida efetuada a avaliação
da toxicidade in vivo, apenas para os
isolados pré-selecionados como ativos
in vitro. Sendo assim, o presente traba-
lho trata de diferentes métodos de
análise de receptores de proteínas de
B. thuringiensis em formas imaturas
de lepidópteros.

2. Material e métodos

2.1. Tecidos dos insetos
As larvas de lepidópteros (Chilo

suppressalis, Heliothis armigera e Plu-

tella xylostella) foram obtidas da cria-
ção massal de insetos mantida em
laboratório, a 25±1ºC, 70±5ºC e 12h de
fotofase. Os tubos digestivos foram
dissecados e fixados durante 24h em

BHS a 10%, sendo em seguida lavados
por 12h em água destilada e desidrata-
dos em séries crescentes de etanol, 70
a 100% (Brandtzaeg, 1982). Os tecidos
foram impregnados em banhos mistos
(etanol/tolueno/paraplasto) e incluí-
dos em paraplasto 100% a 58ºC. Os
cortes longitudinais de 7 µm de espes-
sura, preparados com micrótomo LKB,
foram montados em lâminas de vidro,
tanadas com poly-l-lysina (Sigma) a
10%, e conservadas a 4ºC.

2.2. Purificação das
proteínas Cry

As proteínas Cry1Aa, Cry1Ac e
Cry1Ba foram obtidas de B. thuringi-

ensis dendrolimus HD 37, B. thurin-

giensis kurstaki HD 73 e B. thuringi-

ensis thuringiensis 4412, respectiva-
mente. Essas cepas contêm apenas
um gene cry que codifica a referida
proteína Cry inseticida, as quais foram
cedidas para essa pesquisa pelo Insti-
tuto Pasteur (IEBC-Paris, França) e a
Pant Genetics Systems (PGS-Ghent,
Bélgica). As cepas de B. thuringiensis

foram cultivadas conforme o método
de Mahillon & Delcour (1984). Após a
lise bacteriana foram centrifugadas e
lavadas com tampão fosfato (100 mM
NaH

2
PO

4
; 100 mM NaCl; 0,01 % Tri-

ton X-100; pH 6).
Os cristais foram separados dos

esporos e das células bacterianas em
gradiente de renografina por ultracen-
trifugação, conforme metodologia des-
crita por Sharpe et al. (1975). As ban-
das, contendo os cristais puros, foram
lavadas e diluídas em água milli-Q

esterilizada, contendo 0,1 mM phenyl-

methylsulfonyl (PMSF). As proteínas
Cry foram solubilizadas em tampão
fosfato (50 mM Na

2
, CO

3
; 10 mM   di-

thiothreitol; 0,1 mM PMSF; pH 10). O
pH foi ajustado a 8,6 por diálise contra
o tampão 20 mM Tris e as proteínas
Cry foram clivadas por bovine pancre-

atic trypsin (Type I; Sigma), sendo a
reação inativada com trypsin inhibitor

(Type II-S; Sigma).
A pureza e a integridade das pro-

teínas foram avaliadas por eletroforese
em gel de poliacrilamida a 10%,
SDS-PAGE (Laemmli, 1970). A con-
centração foi determinada pelo méto-
do Bradford (1976), usando a bovine

serum albumin (BSA) como proteína
padrão.

2.3. Proteínas Cry biotiniladas
As proteínas Cry foram prelimi-

narmente biotiniladas conforme o
método descrito por Bayer & Wilcheck
(1990), onde a incorporação da biotina
na parte N-terminal da proteína é feita
usando o BNHS (biotinyl-N-hydroxy-
succinimide éster - Amersham) em
tampão de bicarbonato de sódio
(100 mM NaHCO

3
; 150 mM NaCl; pH

9). O produto da reação foi purificado
em sephadex G-25 (Sigma) e as fra-
ções biotiniladas identificadas por dot-

blot, onde foi utilizada membrana de
nitrocelulose, o conjugado de estrep-
tavidina-fosfatase-alcalina diluída no
tampão Tris-Saline-Triton (10 mM
Tris; 150 mM NaCl; 0,1% Triton X-100;
pH 7;6) e o substrato de revelação (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate e
nitroblue tetrazolium, diluídos no tam-
pão 100 mM Tris; 100 mM NaCl; 5 mM
MgCl

2
; pH 9,5). A concentração das

proteínas Cry biotiniladas foi determi-
nada pelo método Bradford (1976),
usando a BSA como proteína padrão. A
pureza e a integridade das proteínas
marcadas foi avaliada em western-blot,
usando membrana de nitrocelulose
(Sigma) e o tampão Towbin (12.5 mM
Tris, 96 mM glycine; pH 8,3 com 10%
ethanol). As membranas foram revela-
das usando a mesma técnica descrita
no dot-blot.

2.4. Anticorpos policlonais
As proteínas, Cry1Aa, Cry1Ac e

Cry1Ba, foram preparadas conforme
descrito anteriormente na purificação.
Os anticorpos foram produzidos em
coelhos (Eurogentec – Bélgica), sendo
as imunoglobulinas (IgGs) separadas
em colunas de sepharose protein-A e
as frações purificadas por afinidade
incubando os IgGs e as membranas de
nitrocelulose, contendo os antígenos
previamente transferidos por western-

blot conforme descrito por Burke et al.
(1982). A especificidade e sensibilida-
de dos anticorpos policlonais foi deter-
minada pelo método de ELISA (Enzy-

me-linked immunosorbent assay) e
dot-blot.

2.5. Detecção in vitro dos
receptores membranares
O estudo in vitro dos receptores

foi efetuado sobre cortes histológicos
do intestino dos insetos, utilizando as
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toxinas sintetizadas pelas cepas de B.

thuringiensis em estudo. A detecção
propriamente dita corresponde a incu-
bação dos tecidos, previamente des-
parafinados e reidratados, com as pro-
teínas Cry.

Nas análises com proteínas Cry
biotiniladas, os cortes histológicos fo-
ram incubados à temperatura ambien-
te, durante 1h, com as proteínas bioti-
niladas (10 µg/ml). As proteínas não
ligadas aos sítios receptores foram re-
movidas com TST (10 mM Tris; 150
mM NaCl; 0,1% Triton X-100; pH 7,6).
Em seguida, os tecidos foram tratados
com estreptavidina conjugada a uma
enzima (peroxidase ou fosfa-
tase alcalina) ou fluorocromo
(fluoresceína ou ficoeritrina),
diluídos em tampão TST. O
complexo da reação “proteí-
na-receptor”, usando o conju-
gado com enzimas foi revela-
do com substrato DAB para
peroxidase e BCIP/NBT para
fosfatase alcalina, sendo as
secções montadas com Per-

tex, entre lâmina e lamínula
de vidro. Nas revelações com
a fluoresceína ou ficoeritrina,
as secções foram montadas
com Mowiol e conservadas a
4ºC.

Nas análises imunohisto-
químicas com proteínas nativas (não
biotiniladas), os receptores foram re-
velados com o complexo anticorpo
primário (AC

1
, específico contra a pro-

teína Cry) e anticorpo secundário (AC
2
,

dirigido contra o AC
1
) conjugado a uma

enzima ou fluorocromo, os quais foram
revelados e montados de acordo com
o método descrito anteriormente. Na
imunodetecção, os cortes histológicos
foram incubados com as proteínas na-
tivas e na imunolocalização, as lagartas
foram previamente tratadas in vivo

com as proteínas Cry e posteriormente
foram preparados os tecidos e as rea-
ções imunohistoquímicas.

Em ambos os métodos, as teste-
munhas foram preparadas pela omis-
são alternada de cada etapa da reação,
a fim de eliminar a hipótese de reações
falso-positivas. As amostras reveladas
com enzimas, tipo peroxidase e fosfa-
tase alcalina, foram avaliadas em mi-
croscopia óptica de contraste de fase
Nomarski (Leitz DMRB). Para as análi-

ses onde foram utilizados os fluorocro-
mos foi utilizada a microscopia de
varredura laser (ACAS 570, Meridian).

3. Resultados

3.1. Localização de receptores
com proteínas Cry biotiniladas

Os cortes histológicos das lagartas
de Chilo suppressalis, tratados com
proteínas biotiniladas de Cry1Aa e
Cry1Ac (Fig. 1A), revelaram uma mar-
cagem uniforme ao longo das microvi-
losidades intestinais. Na mesma espé-
cie a marcagem de Cry1Ba (Fig. 1B)
também foi intensa. Os tecidos de

Heliothis armigera também apresen-
taram marcagem uniforme nas micro-
vilosidades intestinais para a proteína
Cry1Ac (Fig. 1C), sendo os mesmos
resultados obtidos nos ensaios com as
lagartas de Plutella xylostella, quando
tratadas com as proteínas Cry1Aa e
Cry1Ac (Fig. 1D).

No caso dos tecidos tratados como
controle, representantes da omissão
alternada dos diferentes componentes
da reação, observou-se a ausência de
coloração nas microvilosidades das cé-
lulas do epitélio intestinal dos insetos
em estudo. As marcagens detectadas
na região das microvilosidades das cé-
lulas do epitélio intestinal revelam a
presença de receptores membranares
às proteínas Cry, em estudo, nas refe-
ridas espécies de insetos alvo.

3.2. Imunodetecção de recepto-
res com proteínas Cry nativas

Os resultados das análises de
imunohistoquímica, utilizando os anti-

corpos policlonais, confirmam a detec-
ção dos receptores membranares in-
testinais nas lagartas de: Chilo suppres-

salis às proteínas nativas Cry1Aa,
Cry1Ac e Cry1Ba; Heliothis armigera à
proteína Cry1Ac; Plutella xylostella às
proteínas Cry1Aa e Cry1Ac (Fig. 2).

3.3. Imunolocalização de recep-
tores com proteínas Cry nativas

Nessas análises apenas a espé-
cie Chilo suppressalis foi avaliada, de-
monstrando a localização de recepto-
res intestinais às proteínas Cry1Aa,
Cry1Ac e Cry1Ba nos tecidos das lagar-
tas previamente intoxicadas in vivo,

confirmando assim os dados
obtidos nas análises in vitro

de receptores por imunode-
tecção e biotinilação de pro-
teínas.

3.4. Receptores mem-
branares em microsco-

pia de varredura
laser

As amostras de imuno-
detecção (Fig. 2) e biotinila-
ção de proteínas, reveladas
com fluorocromos,  foram
avaliadas em microscopia de
varredura laser, que permite
uma análise semiquantitati-
va dos receptores através da

varredura da totalidade das secções
longitudinais dos tubos digestivos das
lagartas, podendo-se obter imagens:
bidimensional (Fig. 2A), tridimensional
(Fig. 2B) ou um gráfico que representa
o pico de fluorescência numa linha
imaginária do epitélio intestinal (Fig.
2C).

Nos estudos com Chilo suppres-

salis foi avaliada a distribuição dos
receptores das proteínas Cry1Aa e
Cry1Ac ao longo do epitélio intestinal,
cujos dados foram convertidos em va-
lores numéricos correspondentes à in-
tensidade de fluorescência e analisa-
dos estatisticamente pelo teste de ho-
mogeneidade de variância de Bartlett
(Dagnelie, 1970), sendo as duas prote-
ínas comparadas pelo teste de Stu-

dent–Neuwman-Keuls em três por-
ções intestinais. Os resultados revela-
ram uma diferença significativa na in-
tensidade de fluorescência detectada
para Cry1Aa e Cry1Ac (Fig. 3), sendo
a primeira mais intensa, representando

Figura 1: Detecção de receptores de proteína Cry1 de Bacillus

thuringiensis em cortes longitudinais de lagartas de Chilo

suppressalis (A e B), Heliothis armigera (C) e Plutella xylostella

(D), analisados em microscopia óptica de contraste de fase
Nomarski e Fluorescência.
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competição de duas proteínas, como
por exemplo Cry1Aa e Cry1Ba, reve-
ladas com fluorocromos detectados em
diferentes comprimentos de onda, so-
bre a mesma porção intestinal da lagar-
ta (Chilo suppressalis), revelando as-
sim que a fluorescência pode ser so-
breposta (Fig. 4) e que essas proteínas
se ligam aos mesmos receptores mem-
branares intestinas.

4. Discussão

As análises de receptores mem-
branares intestinais, através de técni-
cas de imunohistoquímica e detecções
de proteínas Cry biotiniladas, foram
realizadas por diversos autores em lar-
vas de diferentes espécies de lepidóp-
teros (Bravo et al., 1992a; Denolf et al.,
1993a; Estada e Ferre, 1994; Fiuza,
1995), dípteros (Ravoahangimalala et
al., 1993) e coleópteros (Bravo et al.
1992a; Boets et al., 1994). Esses auto-
res comprovaram que as ligações das
proteínas Cry nas microvilosidades do
intestino médio das larvas de insetos
correspondem à existência de um re-
ceptor específico à referida proteína
no inseto-alvo.

As análises in vitro de recepto-
res de proteínas Cry de B. thuringien-

sis reveladas com enzimas mostram
que em geral os receptores estão dis-
tribuídos uniformemente ao longo do
intestino médio dos lepidópteros (Bra-
vo et al., 1992b; Denolf et al., 1993a),
porém Bravo et al. (1992b) revelaram
que essas proteínas se ligam preferen-
cialmente nas microvilosidades da por-
ção posterior do intestino médio das
larvas dos coleópteros. No presente
estudo, as semiquantitativas dos re-
ceptores, avaliadas em microscopia de
varredura laser, em larvas de lepidóp-
teros, também revelaram que a distri-
buição desses receptores membrana-
res intestinais foi diferenciada ao longo
do epitélio, sendo mais concentrada
nas porções anteriores e posteriores
do intestino médio.

Nas avaliações de competição
das proteínas de B. thuringiensis, as
toxinas Cry1Aa e Cry1Ba mostraram-
se em competição pelos receptores
celulares de Chilo suppressalis, cujos
dados também foram demonstrados
em outras espécies de lepidópteros.
Por outro lado, os estudos desenvolvi-

Figura 2: Imunodetecção de receptores de proteína Cry1A de Bacillus thuringiensis

em cortes longitudinais de lepidópteros, analisados em microscopia de varredura
laser (barra = 35 µm).

Figura 3: Distribuição de receptores de proteínas Cry1 ao longo intestino médio de
lagartas de Chilo suppressalis, avaliadas em microscopia de varredura laser.

uma maior concentração de recepto-
res intestinais na espécie em estudo.
Por outro lado, ambas as proteínas
revelaram uma maior quantidade de
receptores na porção anterior (Fig. 3A)
e posterior (Fig. 3C) do intestino mé-

Figura 4: Competição de proteínas Cry1 biotiniladas, reveladas com fluoresceína
(Cry1Aa - detector1) e ficoeritrina (Cry1Ba - detector 2), na análise de receptores
membranares intestinais de Chilo suppressalis, em microscopia de varredura laser.

dio, quando comparadas à porção cen-
tral (Fig. 3B).

A microscopia de varredura laser
permite a leitura simultânea de dois
fluorocromos (fluoresceína e ficoeritri-
na), permitindo assim a análise da
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dos por Denolf et al. (1993a,b), utili-
zando as proteínas Cry1Ac e Cry1Ba
(marcadas com moléculas de biotina e
de iodo radioativo), em larvas de Ostri-

nia nubilalis, revelaram que essas to-
xinas se ligam a diferentes receptores
intestinais, sugerindo que a utilização
simultânea dessas proteínas pode apre-
sentar um efeito inseticida sinérgico
contra O. nubilalis.

Relacionando o estudo dos recep-
tores in vitro e a análise da toxicidade
in vivo, pode-se inferir que os méto-
dos de detecção de receptores mem-
branares podem ser aplicados na sele-
ção das proteínas ativas contra insetos,
havendo uma correlação positiva en-
tre as análises in vitro e in vivo. Porém,
para determinar a Concentração Letal
Média (CL

50
) de uma proteína Cry faz-

se necessário o bioensaio uma vez que
as ligações das proteínas aos recepto-
res podem variar em concentração e
afinidade, como já descrito por diver-
sos autores, para diferentes espécies
de insetos (Denolf et al., 1993a; Van
Rie et al., 1990; Fiuza et al., 1996; Lee
et al., 1996; Hua et al., 2001). Também
há estudos demonstrando que as pro-
teínas Cry tóxicas aos insetos corres-
pondem àquelas que se ligam de for-
ma irreversível aos receptores das cé-
lulas epiteliais do inseto-alvo (Liang et
al., 1995).

No contexto, controle microbiano
de insetos, a espécie Bacillus thurin-

giensis oferece as melhores alternati-
vas à produção de biopesticidas e à
engenharia genética de plantas. Sendo
assim, é fundamental avaliar o espec-
tro de ação e a especificidade das
proteínas potencialmente inseticidas
e, nesse sentido, a análise in vitro dos
receptores membranas pode ser con-
siderada uma ferramenta indispensá-
vel face ao grande número de isolados,
cepas e proteínas de B. thuringiensis

já identificados, que representam um
potencial no manejo de insetos-praga.
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