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 estudo do modo de ação das
proteínas Cry de B. thuringi-
ensis será abordado revelan-
do a especificidade dessas to-

xinas através da detecção de receptores
presentes no sistema digestivo dos in-
setos-alvo. O tema trata do modo de
ação completo de B. thuringiensis, des-
de a ingestão do entomopatógeno até a
morte do inseto. O processo de análise
de receptores nos tecidos dos insetos é
descrito detalhadamente, envolvendo
diferentes abordagens metodológicas de
detecção de sítios de ligação das prote-
ínas inseticidas e uma discussão com
dados de diversos autores que desen-
volvem pesquisas nessa área.

1.1 Modo de ação das proteínas
Cry de B. thuringiensis

As análises do modo de ação das
proteínas Cry de B. thuringiensis visam
esclarecer os mecanismos pelos quais
estas proteínas exercem seu efeito en-
tomopatogênico e elucidar a especifici-
dade das diferentes toxinas (Endo e
Nishiitsutsuji-Uwo, 1980; Höfte e Whi-
teley, 1989; Gill et at., 1992; Schnepf et
al., 1998; Fiuza, 2004). Considerando o
conjunto de informações atualmente dis-
poníveis sobre as fases entre a ingestão
dos cristais e a morte das larvas dos in-
setos suscetíveis às proteínas Cry de B.
thuringiensis, descreve-se como fases do
mecanismo de ação:

(i) Inicia pela solubilização dos cris-
tais em pH alcalino no intestino
médio dos insetos, liberando as
protoxinas de 130-140 kDa para
Cry1 e 70 kDa para Cry2. Essa
etapa é determinante à especifi-
cidade do isolado de B. thurin-
giensis à espécie alvo, tanto pela
alcalinidade do sistema digesti-
vo quanto pela composição dos
cristais de B. thuringiensis.

(ii) Protoxinas são ativadas pelas
enzimas digestivas, formando
fragmentos tóxicos de 60-65 kDa.
Nessa etapa tanto a composição
proteolítica quanto a estrutura
protéica do cristal são importan-
tes.

(iii) Toxinas reconhecem receptores
específicos às microvilosidades
das células epiteliais do intesti-
no médio das larvas suscetíveis
às quais elas se ligam. Os estu-
dos realizados com BBMV (Brush
Border Membrane Vesicles) iso-
ladas de larvas de lepidópteros
mostram que a ligação de forte
afinidade entre a toxina e o re-
ceptor é reconhecido como um
fator importante na determinação
do espectro inseticida das prote-
ínas Cry (Fiuza et al., 1996). Da-
dos de pesquisa mostram que há
uma correlação positiva entre a
ligação, in vitro, da toxina no
receptor intestinal e a toxicida-
de, in vivo. Por outro lado, ou-
tros estudos descrevem que o
reconhecimento do receptor é
necessário, mas não é suficiente
para provocar a toxicidade, su-
gerindo a existência de outros
fatores relacionados ao modo de
ação das proteínas Cry. Em 1994,
Knight et al., isolaram de BBMV
de larvas de Manduca sexta
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Figura 1. Receptores de proteínas Cry biotiniladas, revelados nos tecidos de
larvas de lepidópteros, com fosfatase alcalina e peroxidase (Fiuza, 1995)

(Lep., Sphingidae) uma amino-
peptidase N implicada na inte-
ração da toxina Cry1Ac. Os mo-
delos de receptores atualmen-
te descritos mostram que um
inseto pode apresentar, em
quantidade variável, diversas
classes de receptores que po-
dem ser reconhecidos por di-
ferentes toxinas. Dados de pes-
quisa revelam que estes mode-
los podem explicar a especifi-
cidade das toxinas de B. thu-
ringiensis.

(iv) Após o reconhecimento do re-
ceptor, a toxina induz a forma-
ção de poros na membrana ce-
lular do epitélio intestinal. A
formação dos poros na mem-
brana celular provoca o dese-
quilíbrio iônico entre o cito-
plasma e a o meio externo à
célula. As análises histopatoló-
gicas realizadas após a intoxi-
cação dos insetos mostram a
destruição das microvilosida-
des, hipertrofia das células epi-
teliais, vacuolização do cito-
plasma e lyse celular, levando
o inseto a paralisia e morte.

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 avalia-
ção da toxicidade in vivo, apenas para
os isolados pré-selecionados como ati-
vos in vitro. Sendo assim, o presente
trabalho trata de diferentes métodos
de análise de receptores de proteínas
de B. thuringiensis em formas imatu-
ras de lepidópteros.

1.2 Análise de receptores em
cortes histológicos de insetos

1.2.1 Tecidos dos insetos
As larvas de insetos podem ser

obtidas de coletas a campo, as quais
devem passar por um período de qua-
renta em condições controladas, ou
oriundas de criação massal de insetos
mantida em laboratório, em condições
controladas de temperatura, umidade
relativa e fotofase, as quais podem
variar de acordo com a espécie do in-
seto. Os tubos digestivos dos insetos
são dissecados e fixados 24 h, em Bou-
in Hollande Sublimé a 10%, lavados
por 12 h em água destilada e desidra-
tados em séries crescentes de etanol,
70 a 100% (Brandtzaeg, 1982). Em se-
guida os tecidos são impregnados em

banhos mistos (etanol/tolueno/pa-
raplasto) e incluídos em paraplasto
100% a 58oC. Os cortes longitudi-
nais ou transversais, de 7 a 10 µm
de espessura, preparados com mi-
crótomo LKB, são montados em lâ-
minas de vidro, tanadas com poly-
l-lysina a 10%, e conservadas a 4oC
para posterior análise de recepto-
res em cortes histológicos.

1.2.2 Proteínas Cry
As cepas de B. thuringiensis po-

dem ser cultivadas em meio usual
glicosado por aproximadamente 5
dias, conforme o método de Mahi-
llon & Delcour (1984). Após a lise
bacteriana devem ser centrifugadas
e lavadas com tampão fosfato, pH
6. Os cristais são separados dos es-
poros e das células bacterianas em
gradiente de renografina ou saca-
rose por ultra centrifugação, con-
forme metodologia descrita por
Sharpe et al. (1975). As bandas, con-
tendo os cristais puros, são lavadas
e diluídas em água milli-Q esterili-
zada, contendo phenylmethylsul-
fonyl (PMSF).

As proteínas Cry são solubiliza-
das em tampão fosfato, pH 10.  Esse
pH deve ser ajustado a 8,6 por diá-
lise contra o tampão 20 mM Tris e
as proteínas Cry são ativadas por
bovine pancreatic trypsin (Type I),
sendo a reação inativada com tryp-
sin inhibitor (Type II). A pureza e
a integridade das proteínas pode ser
avaliada por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10%, SDS-PAGE
(Laemmli, 1970). A concentração

pode ser determinada pelo método Bra-
dford (1976), usando a bovine serum al-
bumin (BSA) como proteína padrão.

1.2.3 Proteínas biotiniladas
As proteínas Cry podem ser biotini-

ladas, conforme o método descrito por
Bayer & Wilcheck (1990), onde a incor-
poração da biotina na parte N-terminal
da proteína é feita usando o BNHS (bi-
otinyl-N-hydroxysuccinimide) em tam-
pão de bicarbonato de sódio, pH 9. O
produto da reação deve ser purificado
em sephadex G-25 (Sigma) e as frações
biotiniladas identificadas por dot-blot,
onde se utiliza membrana de nitrocelu-
lose, o conjugado de estreptavidina-fos-
fatase-alcalina diluída no tampão TST
(Tris-Saline-Triton, pH 7;6) e o substra-
to de revelação (BCIP e NBT em tam-
pão Tris; pH 9,5). A concentração das
proteínas Cry biotiniladas pode ser de-
terminada pelo método Bradford (1976),
usando a BSA como proteína padrão. A
pureza e a integridade das proteínas
marcadas pode ser avaliada em western-
blot, usando membrana de nitrocelulo-
se (Sigma) e o tampão Towbin, pH 8,3
com 10% etanol. As membranas podem
ser reveladas usando a mesma técnica
descrita no dot-blot.

1.2.4 Anticorpos
As proteínas Cry são preparadas,

conforme descrito anteriormente na
purificação, e depois são utilizadas na
obtenção de anticorpos em pequenos
animais como: coelhos, ratos e camun-
dongos, entre outros. O soro coletado
dos animais é utilizado na obtenção das
imunoglobulinas (IgGs), as quais podem



34 Biotecnologia Ciência & Desenvolvimento - nº 38

Figura 2. Receptores de proteínas Cry biotiniladas, detectados nos
tecidos de larvas de lepidópteros com fluoresceína e observados em
microscopia de varredura laser (Fiúza, 1995)

ser separadas em colunas de sepharose
protein-A e as frações purificadas por
afinidade incubando os IgGs e as mem-
branas de nitrocelulose, contendo os
antígenos previamente transferidos por
western-blot conforme descrito por
Burke et al. (1982). A especificidade e
sensibilidade dos anticorpos policlonais
é determinada pelo método de dot-blot
e ELISA - Enzyme-linked immunosor-
bent assay.

1.2.5 Detecção in vitro de recepto-
res

As análises in vitro dos receptores
de proteínas Cry de B. thuringiensis são
realizada com cortes histológicos do sis-
tema digestivo das larvas dos insetos em
estudo. A detecção propriamente dita
corresponde a incubação dos tecidos
com as proteínas, previamente despa-
rafinados e reidratados.

Nas análises com proteínas Cry bio-
tiniladas, os cortes histológicos são in-
cubados à temperatura ambiente, duran-
te 1h, com as proteínas biotiniladas. As
proteínas não ligadas aos sítios recep-
tores são removidas com TST, pH 7,6.

Na etapa posterior, os tecidos são
tratados com estreptavidina conjugada
a uma enzima (peroxidase ou fosfatase
alcalina) ou fluorocromo (fluoresceína
ou ficoeritrina), diluídos em tampão TST.
O complexo da reação “proteína-recep-
tor”, usando o conjugado com enzimas
pode ser revelado com substrato DAB
para peroxidase  e BCIP/NBT para fos-
fatase alcalina (Figura 1), sendo as sec-
ções montadas com Pertex, entre lâmi-

na e lamínula de vidro.
Nas revelações com fluorocromos,

com a fluoresceína (Figura 2), os cortes
histológicos são montados com Mowiol
e conservados a 4°C para análise em
microscopia óptica - MO ou microsco-
pia  de varredura Laser – MVL.

Nas análises imunohistoquímicas,
com proteínas não marcadas (proteínas
nativas), os receptores são revelados
com o complexo anticorpo primário
(AC

1
, específico contra a proteína Cry)

e anticorpo secundário (AC
2
, dirigido

contra o AC
1
) conjugado a uma enzima

ou fluorocromo, os quais são revelados
e montados de acordo com o método
descrito anteriormente. As testemunhas
são preparadas pela omissão alternada
de cada etapa da reação, a fim de elimi-
nar a hipótese de reações falso-positi-
vas. As amostras reveladas com enzimas,
tipo peroxidase e fosfatase alcalina,
podem ser avaliadas em microscopia
óptica. Para as análises onde são utili-
zados os fluorocromos pode ser utiliza-
da a microscopia de fluorescência con-
vencional ou de varredura laser.

1.3 Considerações

As marcagens detectadas na região
das microvilosidades das células do epi-
télio intestinal revelam a presença de
receptores membranares às proteínas
Cry, nas microvilosidades das células
epiteliais do intestino médio das larvas
dos insetos (Figuras 1 e 2).

No caso dos tecidos tratados como
controle, representantes da omissão al-

ternada dos diferentes componentes da
reação, pode-se observar a ausência de
coloração nas microvilosidades das cé-
lulas do epitélio intestinal dos insetos
em estudo.

As imunodetecções e as detecções
de proteínas Cry biotiniladas foram uti-
lizadas por diversos autores, para reve-
lação de receptores membranares intes-
tinais, em larvas de diferentes espécies
de lepidópteros (Bravo et al., 1992a;
Denolf et al., 1993a; Estada e Ferre, 1994;
Fiuza, 1995), de dípteros (Ravoahangi-
malala et al., 1993) e de coleópteros
(Bravo et al. 1992b; Denolf et al., 1993b;
Boets et al., 1994). Esses autores com-
provaram que as ligações das proteínas
Cry nas microvilosidades do intestino
médio das larvas de insetos correspon-
dem à existência de um receptor espe-
cífico à referida proteína no inseto-alvo.

Considerando, os estudos dos recep-
tores in vitro e as análises da toxicidade
in vivo, pode-se inferir que os métodos
de detecção de receptores membrana-
res podem ser aplicados na seleção das
proteínas ativas contra insetos, haven-
do uma correlação positiva entre as aná-
lises in vitro e in vivo. Porém, para de-
terminar a Concentração Letal Média
(CL

50
) de uma proteína Cry faz-se ne-

cessário o bioensaio uma vez que as li-
gações das proteínas aos receptores
podem variar em concentração e afini-
dade, como já descrito por diversos au-
tores, para diferentes espécies de inse-
tos (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 proteínas Cry tó-
xicas aos insetos correspondem àque-
las que se ligam de forma irreversível
aos receptores das células epiteliais dos
insetos alvo (Liang et al., 1995).

No controle biológico de insetos, a
espécie Bacillus thuringiensis oferece
as melhores alternativas à produção de
biopesticidas e à engenharia genética de
plantas. Sendo assim, é fundamental
avaliar o espectro de ação e a especifi-
cidade das proteínas potencialmente
inseticidas e, nesse contexto, Fiuza
(2004) menciona que a análise in vitro
dos receptores membranas pode ser
considerada uma ferramenta indispen-
sável face ao grande número de isola-
dos, cepas e proteínas de B. thuringi-
ensis já identificados, que representam
um potencial no manejo de insetos-pra-
ga.
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