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RESUMO 

 

A interação entre proteínas de sementes com propriedades de ligação a 

carboidratos, com o epitélio intestinal e membranas peritróficas, e seus 

subseqüentes efeitos tóxicos, têm sido registrados em diversos insetos. Há 

evidências de que a possibilidade de absorção, internalização e ação de moléculas 

de proteínas em órgãos internos, são comuns nestes animais. Neste trabalho 

estudamos a absorção e a compartimentalização de vicilinas de V. unguiculata por 

C. maculatus e Z. subfasciatus. A hemolinfa e o corpo gorduroso de larvas de C. 

maculatus mantidas em sementes de V. unguiculata por 14, 16, 18, 20, 22 e 24 dias 

e de larvas de Z. subfasciatus  mantidas em sementes de V. unguiculata e P. 

vulgaris por 16 dias foram dissecadas. Nosso resultado mostrou a detecção de 

vicilinas nas duas espécies de insetos e uma maior concentração de vicilinas nas 

larvas de C. maculatus em comparação às larvas de Z. subfasciatus. Nos diferentes 

dias de desenvolvimento de larvas de C. maculatus, nós constatamos a presença de 

moléculas de vicilinas em todos os dias. Sugerimos um possível consumo destas 

moléculas quando no estágio de pupa, pois pelo método de ELISA notamos um 

decréscimo das concentrações destas proteínas após o 16º dia. O corpo gorduroso 

de insetos adultos de ambos os sexos de C. maculatus com 1 a 10 dias após a 

emergência das sementes de V. unguiculata foram dissecados e nós observamos 

que as vicilinas além de terem sido detectadas em todos os dias, a concentração 

destas foi maior em insetos fêmeas. Observamos uma diminuição da concentração 

de vicilinas com o passar dos dias, levando-nos a sugerir um possível consumo 

destas moléculas pelos insetos adultos. Este achado esta de acordo com o fato de 

que estes insetos quando na fase adulta não se alimentam. Nós observamos através 

de nossos resultados utilizando sementes úmidas, que as larvas de C. maculatus 

apresentam uma concentração de vicilinas maior no corpo gorduroso e menor na 

hemolinfa quando em um ambiente mais seco e o contrário deste resultado em um 

ambiente mais úmido. Sugerimos então que estes insetos possam estar absorvendo 

e acumulando em seu corpo gorduroso as vicilinas para tentar proteger suas células 

contra processos de dessecação celular, já que vivem em um ambiente seco no 

interior da semente. Com todos estes achados nós concluímos que a vicilina pode 

estar sendo utilizada como reserva energética pelas larvas e pelos insetos adultos e 

como proteção contra processos de dessecação celular. 
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ABSTRACT 
 

The interaction among proteins of seeds with properties of linkage to 

carbohydrates, with the intestinal epithelium, and perithrophic membranes as well as 

their subsequent toxic effects, have been registered within several insects. There are 

evidences that the possibility of absorption, internalization and action of protein 

molecules in internal organs are common concerning these animals. In this present 

work, we have studied the absorption and compartmentalization of vicilins of V. 

unguiculata through C. maculatus and Z. subfasciatus. The haemolinph and fat body 

of C. maculatus larvae kept in seeds of V. unguiculata for 14, 16, 18, 20, 22 and 24 

days and Z. subfasciatus larvae kept in seeds of V. unguiculata and P. vulgaris for 

16 days were dissected. Our result showed the detection of vicilins in the two 

species of insects and a larger concentration of vicilins in C. maculatus larvae in 

comparison to Z. subfasciatus larvae. On the different days of development of C. 

maculatus larvae, we observed the presence of molecules of vicilins on every each 

days. We recommended a possible consumption of these molecules during pupa 

stage, because due to the method of ELISA we noticed a decrease in the 

concentrations of these proteins after the 16th day. The fat body of adult insects from 

both sexes of C. maculatus with 1 to 10 days, after the emergence of V. unguiculata 

seeds, were dissected and we observed that the vicilins had been detected on every 

each days and the concentration of them was bigger in female insects. We noticed a 

decrease in the concentration of vicilins as days went by, leading us to suggest a 

possible consumption of these molecules by adult insects. That finding has been in 

accordance with the fact that these insects when adult ones do not feed. We 

observed through our results by using humid seeds that C. maculatus larvae present 

a concentration of vicilins larger in fat body and smaller in the haemolinph whenever 

they are in a dryer environment and the opposite of this result in a more humid 

environment. It is suggested, then, that these insects can absorb and accumulate in 

their fat body the vicilins in order to try to protect their cells against processes of 

cellular dissection, since they live in a dry environment in the inner part of the seed. 

By all these findings, we conclude that the vicilin can be used as energetic reserve 

by larvae and by adult insects, and as a protection against processes of cellular 

dissection.
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1 – INTRODUÇÃO 

1.1. Insetos da Ordem Coleoptera 

Com o número estimado de 350.000 a 375.000 espécies descritas, Coleoptera é 

a maior ordem dos insetos. Corpo altamente esclerotizado; asas anteriores 

esclerotizadas e modificadas em tampas rígidas (élitros) que cobrem as asas 

posteriores e o corpo; asas posteriores membranosas, frequentemente reduzidas ou 

ausentes; peças bucais mastigadoras; antenas geralmente com oito a 11 "artículos"; 

protórax grande e móvel; mesotórax reduzido; abdômen tipicamente com cinco (ou 

até oito) segmentos; sem ovipositor; genitália masculina retrátil (Brusca & Brusca, 

2007). 

Os coleópteros da família Chrysomelidae são as maiores pragas de legumes 

cultivados pelo fato de se desenvolverem no interior das sementes (Figura 1) e 

consumirem as mesmas que são destinadas ao consumo humano (Southgate, 

1979). Os crisomelídeos estão associados com as sementes de plantas leguminosas 

através de processos co-evolutivos. Estes processos têm permitido aos carunchos 

se desenvolverem no interior destas sementes repletas de compostos tóxicos, em 

contraste à maioria dos outros agressores potenciais. A associação entre os 

bruquídeos e as sementes de leguminosas é altamente específica (Sales et al., 

2000).  

 

1.1.1. O bruquídeo Callosobruchus maculatus (Fabricius) (Coleoptera: 
Chrysomelidae: Bruchinae) 

Nas zonas tropicais do Oeste da África, o C. maculatus se desenvolve em 

sementes de espécies selvagens e cultivadas do feijão-de-corda, Vigna unguiculata 

(Leguminosa) (Figura 2). Este inseto é a principal praga das sementes de Vigna 

(Singh et al., 2000), no entanto, não ataca sementes do feijão-comum, Phaseolus 

vulgaris, devido a presença de inibidores de α-amilases (Xavier-Filho, 1993).  

São insetos de aproximadamente 3 mm de comprimento, cabeça preta com 

antenas contendo 11 segmentos ligeiramente serrilhados, tórax preto com 

pubescências douradas, apresentando nos élitros manchas amarronzadas que em 

repouso formam um "X". Para o desenvolvimento do inseto, a condição ideal é 

referida como temperatura de 29 ºC e 65 % de umidade relativa, sendo o período 

médio de desenvolvimento de 23 dias (Quintela et al., 1991).  
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Figura 1 – Ciclo de desenvolvimento dos insetos da Ordem Coleoptera. 

Fonte: www.fao.org/DOCREP/006/Q2585E/Q2585E08.gif 
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A forma adulta tem duração média de sete a nove dias e apresenta-se na 

proporção de uma fêmea para um macho, sendo, portanto, a razão sexual 

apresentada de 1:1 (Gallo et al., 2002). Nesta fase adulta é comum o dimorfismo 

sexual, onde as fêmeas são maiores que os machos as quais põem em média 80 

ovos (Quintela et al., 1991) nas superfícies das sementes. O ovo é branco de forma 

subelíptica, com comprimento de aproximadamente 0,5 mm e largura de 0,3 mm. Ao 

eclodirem, liberam larvas de forma curva e cor branca, que penetram nas sementes 

consumindo apenas o seu conteúdo interno (Southgate, 1979; Credland & Dendy, 

1992). O crescimento do corpo do inseto é mais ou menos cíclico, com períodos de 

descanso alternados com períodos de atividade. Portanto, o inseto cresce em 

sucessivas mudas, e o intervalo entre uma muda e outra é chamado de instar 

(EMBRAPA, 2004). No interior das sementes as larvas, transformam-se em pupas, 

que possuem cor marrom, e nos últimos estágios apresentam vestígios de asas, 

patas e olhos (Bastos, 1981). Completado o desenvolvimento, os insetos emergem 

deixando galerias nas sementes (Williams, 1980). Quando no interior de sementes 

que se encontram em estocagem, os adultos ao emergirem destas podem produzir 

muitas gerações, sem se alimentarem (Johnson, 1989).  

A infestação deste bruquídeo pode começar já no campo e continua no 

armazém, onde são responsáveis por perdas nos grãos estimadas em 20-60% 

(Abrol, 1999; Tarver, Gallo et al., 2002; et al., 2007). O ataque destes insetos pode 

causar danos diretos como perda de peso, redução do poder germinativo e do valor 

nutricional e danos indiretos como desvalorização comercial dos grãos, devido ao 

hábito alimentar dessas pragas, onde na fase larval abre galerias, além da presença 

de insetos mortos, ovos e excrementos (Ferreira, 1960; Gallo et al., 2002). Estes 

insetos podem danificar totalmente os grãos armazenados após cinco meses (Singh, 

1978; Messina & Renwick, 1985; Mbata, 1993). 

 

1.1.2. O bruquídeo Zabrotes subfasciatus (Boheman) (Coleoptera: 
Chrysomelidae: Bruchinae) 

O bruquídeo Z. subfasciatus (Boheman) (Coleoptera, Bruchidae) é originário das 

regiões tropicais e subtropicais das Américas Central e do Sul e é uma das 

principais pragas do feijão-comum (P. vulgaris) durante o armazenamento (Dendy & 

Credland, 1991; Haines, 1991).  
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Figura 2 – Caruncho do feijão-de-corda, Callosobruchus maculatus (Fabricius) 

(Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchinae) sobre sementes de Vigna unguiculata.  

Foto por J. W. Stewart.  

Fonte: http://insects.tamu.edu/images/insects/common/images/b-txt/bimg179.html 
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Figura 3 – Caruncho do feijão-comum e do feijão-de-corda, Zabrotes subfasciatus 

(Boheman) (Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchinae). Em A, vagens contendo as 

sementes de feijão em seu interior; Em B, insetos machos sobre a semente de 

Phaseolus vulgaris; Em C, insetos fêmeas sobre a semente de Vigna unguiculata. 

Fonte: http://www2.unine.ch/leae/page6121_en_GB.html 

 

 

 

 

 

 

A 

B 

C 



  6

A espécie tem sido introduzida em muitos países da Europa por meio de feijões 

infestados, onde tem ocasionalmente ampliado seu registro de hospedeiros, 

tornando-se também uma praga séria de outros legumes (Meik & Dobie, 1986) como 

o feijão-de-corda (V. unguiculata) (Silva et al., 2001). 

Os insetos adultos de Z. subfasciatus apresentam quatro manchas de cor creme 

nos élitros, contrastando com a cor escura brilhante do corpo e assim como o C. 

maculatus estes apresentam dimorfismo sexual. Os machos são inteiramente de cor 

marrom (Howe & Currie, 1964). A fêmea oviposita diretamente nas sementes após a 

deiscência das vagens ou pode infestar as sementes ainda dentro das mesmas 

(Figura 3), utilizando-se de perfurações nas vagens realizadas por outros insetos 

(Credland & Dendy, 1992). O seu ciclo biológico é semelhante ao do C. maculatus, 

porém ao contrário da maioria dos bruquídeos, as fêmeas necessitam do contato 

com a semente para estimular a ovogênese (Pimbert & Pierre, 1983; Pimbert, 1985).  

O ataque do Z. subfasciatus pode causar perdas de peso, redução do poder 

germinativo, do valor nutritivo e desvalorização comercial dos grãos, devido ao 

aspecto danificado destes, além da presença de insetos mortos, ovos e excrementos 

(Ferreira, 1960; Hohmann & Carvalho, 1989; Gallo et al., 2002).  

 
1.1.3. A hemolinfa e o corpo gorduroso dos insetos 

A hemolinfa ou “sangue” dos insetos é um fluido claro, geralmente tingido com 

pigmento verde ou amarelo ou algumas vezes incolor, que constitui de 5 a 40% do 

peso do corpo do inseto (em média 25%). Além de atuar nas trocas químicas, 

necessárias para o funcionamento dos órgãos e tecidos, a hemolinfa funciona como 

fluido hidráulico para manter a pressão do animal, assim como tem papel na ecdise 

e na reserva de água (Wigglesworth, 1972). Cerca de 90% do volume da hemolinfa 

é água, mas essa percentagem varia durante o ciclo de vida do inseto em função 

das mudas. Dentre os constituintes inorgânicos, cloreto é o ânion mais abundante 

enquanto o cátion mais comum é o sódio, mas ambos variam em função do grupo 

taxionômico e a dieta do inseto. Entre os componentes orgânicos, a hemolinfa dos 

insetos é caracterizada por uma alta concentração de aminoácidos. Numerosas 

proteínas também estão presentes na hemolinfa, podendo chegar a mais de 20 tipos 

diferentes. Exceto pela presença de hemoglobina nas larvas de alguns 

Chironomidae, não existem pigmentos respiratórios na hemolinfa dos insetos o que 

resulta em uma desprezível capacidade de transporte de oxigênio. Outra função 
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importante da hemolinfa é a de transportar, além de hormônios, outras moléculas 

através do corpo (Chapman, 1982). 

O corpo gorduroso é geralmente descrito como um tecido uniforme de origem 

mesodérmica (Snodgrass, 1956; Chapman, 1998; Jensen & Børgesen, 2000) 

bastante evidente na cavidade do corpo dos insetos. Distribui-se dentro desta 

cavidade e apresenta uma ampla variedade de arranjos (cordas, grupos, ou lóbulos) 

(Smith, 1968; Chapman, 1998), revestidos de uma delicada membrana de tecido 

conjuntivo, a fim de aumentar a superfície de contato com o sangue (Wigglesworth, 

1974). O termo corpo gorduroso não faz justiça à versatilidade deste tecido, desde 

que pode seqüestrar e armazenar vários compostos da hemolinfa, por exemplo, 

proteínas, carboidratos, além dos lipídeos. Pode também participar do metabolismo, 

tendo um papel similar ao fígado em vertebrados, além de atuar como células 

endócrinas (Locke & Collins, 1968; Price, 1969; Chapman, 1998). É capaz de 

responder a necessidades fisiológicas e bioquímicas de várias maneiras, incluindo 

as altas taxas de biossíntese de proteínas, formação e liberação de trealose, 

liberação de lipídeos, detoxificação de nitrogênio de excretas, e biossíntese de 

hormônios (Stanley & Bedick, 1997).  

                           

1.1.4. Processo de absorção de  proteínas que cruzam o epitélio intestinal 

O epitélio intestinal em animais atua como uma barreira que permite uma troca 

seletiva de moléculas entre o lúmen do intestino e os compartimentos internos. A 

transferência de proteínas intactas cruzando o sistema digestivo para o interior do 

sistema circulatório de mamíferos foi documentada já em 1936 (Verzár & McDougall, 

1936). As macromoléculas podem ser transportadas ao outro lado do intestino por 

transcitose (Figura 4), um processo complexo em que a macromolécula é 

internalizada em um pólo da membrana plasmática da célula e transportada por 

vesículas dentro do citoplasma para a membrana plasmática do lado oposto desta 

mesma célula. Uma vez que internalizada, as vesículas contendo a proteína são 

transportadas seguindo uma complexa seqüência de eventos intracelulares que 

permitem a fusão desta com compartimentos celulares específicos. A transcitose é, 

portanto um mecanismo de transporte ativo, modulado por um número de passos 

endocelulares citoesqueleto-específico (Apodaca, 2001), que é usado por 

organismos multicelulares para mover seletivamente um determinado material que 

cruzará dois ambientes separados.  
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Figura 4 – Transcitose de macroléculas cruzando o lúmen intestinal em direção 

ao sangue.  

Fonte: http://www.steve.gb.com/science/protein_targeting.html 
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O transporte de proteínas que cruzam o epitelio intestinal tem sido 

completamente investigado em mamíferos (Okamoto, 1998; Apodaca, 2001; Tuma & 

Hubbard, 2003), especialmente as notáveis implicações a respeito da entrega de 

drogas (Smith et al., 1992; Swaan, 1998; Kompella & Lee, 2001). Mamíferos 

neonatos, imediatamente após o nascimento, necessitam adquirir imunidade passiva 

humoral por transporte de IgG do leite materno cruzando o intestino em direção ao 

sangue (Sugimura et al., 2001).  

Em comparação aos mamíferos, muito pouco é conhecido sobre a absorção de 

proteínas intactas que cruzam o epitélio do intestino médio dos insetos. Nestes 

animais, o transporte transepitelial de macromoléculas não tem sido investigado a 

fundo, apesar do fato de que estudos enfocando neste tópico podem ter importantes 

implicações no controle biológico dos insetos. Wigglesworth (1943) foi um dos 

primeiros pesquisadores a demonstrar a passagem de proteínas intactas que 

cruzam o sistema digestivo dos insetos. Este autor descobriu que uma pequena 

quantidade de hemoglobina ingerida foi absorvida e cruzou o intestino de Rhodnius 

prolixus em direção a hemolinfa (Wigglesworth, 1943).  

Recentes estudos têm fornecido evidência de que a possibilidade de absorção, 

internalização e ação de moléculas de proteínas em órgãos internos, além de ser um 

processo importante, é comum nestes animais. Tem sido mostrado por Paes et al. 

(2000), que proteínas tóxicas a bruquídeos, como por exemplo, as arcelinas, não 

somente se ligam à parede do intestino, mas são também encontradas nos órgãos 

internos das larvas de Z. subfasciatus. Alguns dos acessos selvagens do feijão-

comum contêm uma família de proteínas chamadas arcelinas, que são tóxicas para 

as larvas de certas espécies de bruquídeos. Visto que a arcelina do tipo 1,mostrou 

possuir efeitos inibitórios sobre o crescimento das larvas de Z. subfasciatus, mas 

não sobre as larvas de Acanthocelides obtectus. Estes autores começaram a 

examinar os efeitos desta proteína, contida na dieta destes animais, sobre a 

estrutura das células que formam o trato intestinal das larvas destas duas espécies 

de bruquídeos, e usaram anticorpos contra a arcelina para examinar a distribuição 

desta proteína dentro das células e tecidos destes animais. A partir destes 

experimentos eles observaram que a arcelina do tipo 1, presente na dieta destes 

insetos, causou uma alteração na estrutura do intestino médio e a penetração da 

arcelina para o interior da hemolinfa em  Z. subfasciatus mas não acontecendo o 

mesmo fenômeno em A. obtectus  
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Em larvas do bicho-da-seda Bombyx mori uma enzima de sua dieta é 

especificamente absorvida durante o último instar larval, e é encontrada circulando 

na hemolinfa (Sugimura et al., 2001). As larvas de B. mori absorvem da folha de 

amora, sua planta hospedeira, a enzima urease que é transportada intacta do lúmen 

do intestino médio para dentro da hemolinfa. Os resultados obtidos por estes 

autores, mostraram que o transporte da urease proveniente da folha de amora 

cruzando o intestino médio para dentro da hemolinfa é um processo seletivo e 

estágio-larval específico. 

Lectinas como, por exemplo, a aglutinina de Galantus nivalis (GNA), e a 

fitohemaglutinina de P. vulgaris (PHA) têm sido mostradas como capazes de se ligar 

ao tecido do intestino médio e foram detectadas em órgãos internos das larvas da 

mariposa do tomate Lacanobia oleracea (Fitches et al., 2001; 2002). A PHA possui 

toxicidade para animais de grande porte e existem nas isoformas PHA-E e PHA-L, 

que aglutinam eritrócitos e linfócitos, respectivamente. Fitches et al. (2001) 

mostraram que ambas PHA-E e PHA-L foram detectadas por Western blotting na 

hemolinfa, de amostras de insetos alimentados em suas dietas com material de 

plantas contendo as respectivas lectinas. Logo em seguida, estes mesmos autores 

em 2002 mostraram que as lectinas ligantes de manose de galanto (GNA), quando 

ingeridas pelos insetos, ligam-se ao epitélio do intestino médio e passam para a 

hemolinfa. O potencial para GNA atuar como uma proteína carreadora para entregar 

o neuropeptídeo de um inseto, allatostatina (AS) de Manduca sexta (Manse-AS), 

para a hemolinfa de larvas de lepidópteros tem sido examinado pela expressão de 

uma proteína de fusão GNA/Manse-AS (FP) em Escherichia coli, e a alimentação 

desta FP purificada, pelas larvas da mariposa do tomate L. oleracea. Níveis 

elevados de material reagindo com anticorpos anti-Manse-AS foram detectados na 

hemolinfa de insetos alimentados com dietas contendo FP, sugerindo o transporte 

do peptídeo. 

A translocação de albumina do intestino médio da lagarta B. mori, indicam que 

esta proteína modelo cruza a barreira intestinal das larvas, em uma forma não 

processada, através do mecanismo da transcitose (Casartelli et al., 2005). As 

propriedades funcionais do transporte transepitelial fluxo lúmen-hemolinfa desta 

proteína foram descritas por estes autores, visto que a absorção prevalece sobre a 

secreção. 
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A albumina sérica bovina (BSA) e o anticorpo policlonal anti-BSA foram usados 

como polipeptídeos modelos para examinar o movimento de proteínas externas 

cruzando o sistema digestivo dos insetos e a acumulação destas proteínas na 

hemolinfa da broca do broto de tabaco de quarto instar, Heliothis virescens (Jeffers 

et al., 2005). Estes autores demonstraram que a acumulação da proteína BSA e do 

anticorpo anti-BSA em sua forma nativa na hemolinfa de insetos é o resultado da 

razão de movimento destas moléculas cruzando o intestino médio e a razão de 

circulação das mesmas na hemolinfa.   

Uma proteína de fusão recombinante ButalT/GNA intacta foi detectada na 

hemolinfa das larvas de insetos lepidópteros que foram alimentadas oralmente com 

esta proteína, demonstrando o transporte do polipeptídeo tóxico (ButalT) ligado a 

proteína GNA cruzando o intestino médio destes insetos (Trung et al., 2006). A 

proteína recombinante contendo a fusão do GNA expresso com um peptídeo ou 

proteína foi produzida e purificada usando a levedura Pichia pastoris como 

hospedeiro para a expressão desta e normalmente só é tóxica quando injetada no 

interior da hemolinfa dos insetos. Estes autores observaram que esta proteína foi 

tóxica para as larvas lepidópteras também quando alimentada oralmente mostrando 

que a proteína GNA foi útil como um carreador transportando o peptídeo tóxico do 

intestino médio para o interior da hemolinfa dos insetos.  

Casartelli et al. (2007) com o propósito de obter um conhecimento mais profundo 

deste processo de transporte de proteínas cruzando o epitélio intestinal, 

investigaram a absorção da peroxidase de rabanete (HRP), uma glicoproteína de 40 

kDa, pelo intestino médio de larvas do bicho-da-seda B. mori in vitro. Análises de 

microscopia eletrônica de transmissão das células colunares do intestino médio que 

foram expostas a HRP mostraram a presença desta proteína tanto em estruturas 

vesiculares no interior do citoplasma como no espaço entre duas células absortivas 

adjacentes, indicando a ocorrência de uma rota de permeação paracelular e 

transcelular.  

Uchôa et al. (2006), em resultados recentemente obtidos em nosso laboratório 

confirmaram o transporte de vicilinas do lúmen do intestino médio para dentro da 

hemolinfa de C. maculatus e mostraram que estas proteínas também foram 

detectadas nos túbulos de Malpighi e no corpo gorduroso 48 h após a ingestão. O 

objetivo deste trabalho foi estudar o destino das globulinas de reserva 7S (Vicilinas) 

de V. unguiculata em vários órgãos das larvas do bruquídeo C. maculatus. 
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Resultados obtidos demonstraram a ligação de vicilinas a proteínas presentes nas 

preparações de microvilosidades dos intestinos destas larvas. 

 

1.2. As sementes de feijão-de-corda (Vigna unguiculata (L.) Walp.) e o feijão-
comum (Phaseolus vulgaris (L) Fabaceae).  

A semente é um órgão de propagação e ocupa uma posição crítica na evolução 

das plantas superiores, sendo o órgão responsável pelo armazenamento da 

informação genética, necessária à perpetuação da espécie, bem como das reservas 

necessárias para o sustento da plântula nos estágios iniciais de desenvolvimento, 

quando a planta ainda não é capaz de usar energia luminosa para executar a 

síntese de compostos orgânicos necessários à formação de novos tecidos e órgãos 

(Bewley & Black, 1994). 
Os humanos usam as sementes como fonte de alimento e têm aprendido, 

através de práticas agrícolas, a aumentar os níveis e as qualidades de seus 

componentes, assim como lidar com a multiplicidade de compostos tóxicos e 

antinutricionais presentes nelas. A maioria dos compostos não essenciais presentes 

na plântula contribuem possivelmente para sua proteção, contra patógenos e 

predadores (Sales et al., 2000).  

Entre nossas fontes alimentares, os feijões, sementes comestíveis de plantas da 

família das leguminosas, constituem um dos alimentos básicos mais importantes 

como fonte de proteína para o povo brasileiro e também para grande parte da 

América Latina e México. Além de apresentar elevado conteúdo energético quando 

comparado a outros gêneros alimentícios (Guzmàn-Maldonado et al., 1996). 

Segundo Oliveira et al. (1979), o Brasil é o maior consumidor mundial do produto. 

Entre os feijões, o feijão-comum (Phaseolus vulgaris) e o feijão-de-corda (Vigna 

unguiculata) são cultivados em muitas regiões e fazem parte da dieta de centenas 

de milhões de pessoas (Xavier-Filho, 1993). 

O caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) (Figura 5) tem vários nomes vulgares, 

sendo conhecido como feijão-de-corda e feijão macassar na região Nordeste, feijão 

de praia e feijão de estrada na região Norte e feijão miúdo na região Sul (Freire Filho 

et al., 1983). É também chamado de feijão catador e feijão gerutuba em algumas 

regiões do estado da Bahia e norte de Minas Gerais e de feijão fradinho, no estado 

do Rio de Janeiro. É uma planta Dicotyledonea, que pertence à ordem Fabales, 

família Fabaceae, subfamília Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolinea, 
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gênero Vigna, secção Catiang e espécie Vigna unguiculata (L.) Walp. (Verdecourt, 

1970; Maréchal et al., 1978; Padulosi & Ng, 1997). 

O feijão-de-corda é um dos mais antigos cultivos conhecido pelo homem (Sales 

et al., 2000). É muito bem adaptado, versátil e nutritivo. É largamente utilizado nas 

regiões tropicais e subtropicais do mundo (Singh & Rachie, 1985; Sahoo et al. 2003), 

e fornecem uma maior fonte de abastecimento de proteínas na dieta alimentar com 

elevada qualidade e economia (Langyintuo et al. 2003).  Steele & Mehra (1980) e Ng 

& Maréchal (1985) citam o oeste da África, mais precisamente a Nigéria, como 

centro primário de diversidade da espécie. Entretanto, Padulosi & Ng (1997) afirmam 

que provavelmente a região de Transvaal, na República da África do Sul, é a região 

de especiação do feijão-de-corda. No Brasil, esta semente entrou principalmente 

pelos portos do Nordeste, sendo inicialmente introduzido, no século XVI, pelos 

portugueses e trabalhadores africanos (Guazzelli, 1988).  

Estas sementes de leguminosas são ricas em proteínas (23,4%) e carboidratos 

(56,8%) (Kay, 1979) e são importantes fontes destes nutrientes em várias dietas. 

Nestas sementes de feijão-de-corda, muito da proteína da semente (51% da 

proteína total da semente) é encontrada na fração globulínica (Freitas et al., 2004).  

As sementes de feijão-de-corda apresentam baixos níveis de defesa contra 

herbívoros e microorganismos. Por esta razão quando ainda no campo e no 

armazenamento, estas sementes são fortemente prejudicadas pelo caruncho do 

feijão-de-corda (C. maculatus) e algumas vezes pelo caruncho do feijão-comum (Z. 

subfasciatus) (Sales et al., 2005).  

O feijão-comum, P. vulgaris Linnaeus, 1753 (Fabaceae) está entre os mais 

importantes legumes mundiais (Figura 6), fornecendo uma das fontes primárias de 

proteína alimentar (particularmente em países desenvolvidos) (Cardona, 2004), em 

especial nos países onde o consumo de proteína animal é limitado, por razões 

econômicas, religiosas, culturais ou outras. No Brasil é a principal leguminosa 

fornecedora de proteínas, fazendo parte da dieta diária das classes sócio-

econômicas menos favorecidas (Antunes et al., 1995). A faseolina é a maior proteína 

de reserva representando 40-50% da proteína total da semente (Chagas & Santoro, 

1997). Aproximadamente 80% da produção do feijão-comum ocorre em pequenas 

propriedades rurais em cultivos de subsistência (Cardona & Kornegay, 1999).  
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Figura 5 – Sementes de feijão-de-corda (Vigna unguiculata (L.) Walp.) (Variedade 

Fradinho).  

Fonte: http://www.grainlegumes.com/aep/crops_species/all_species_index/cowpea 
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O feijão, após a colheita, pode perder sua qualidade rapidamente se armazenado 

de forma incorreta, especialmente devido à contaminação fúngica, infestação por 

insetos e processos metabólicos que reduzem a germinação e o vigor, causando, 

entre outros defeitos, o escurecimento do tegumento do feijão (do grupo carioca) 

devido à oxidação de fenóis na presença de oxigênio. A presença de insetos 

aumenta ainda mais as perdas qualitativas e quantitativas, pois, além destes se 

alimentarem do endosperma e do embrião, seu metabolismo eleva a temperatura e 

a umidade intergranular, criando um ambiente ideal para o desenvolvimento fúngico 

(Lazzari 1997). Os grãos carunchados podem tornar-se, devido ao seu mau aspecto, 

mau cheiro e alteração do sabor, imprestáveis para o consumo humano (Oliveira et 

al. 1979).  

Muitas proteínas como as lectinas, inibidores de α-amilase, arcelinas, inibidores 

de tripsina e outros, enquanto protegem as sementes contra os insetos e os 

herbívoros, em geral não as protegem contra o ataque de outras pestes que, 

presumivelmente, têm co-evoluído com estas espécies (Sales et al., 2000). Algumas 

destas pestes como o caruncho Z. subfasciatus ataca as sementes de feijão-comum, 

tanto no campo como no armazenamento, causando severas perdas para os 

agricultores (Schoonhoven et al., 1983). Outros bruquídeos como o C. maculatus, 

uma peste das sementes de feijão-de-corda, não ataca as sementes de feijão-

comum (Applebaum et al., 1970).  

 

1.3. Sementes de feijão-de-corda (Vigna unguiculata (L.) Walp.) resistentes a 

Callosobruchus maculatus 
As sementes de feijão-de-corda contêm diversas proteínas que podem exercer 

um papel na defesa contra seu principal predador, o bruquídeo C. maculatus. Os 

estudos realizados no Instituto Internacional de Agricultura Tropical (IITA), na 

Nigéria, no início dos anos 70, examinaram a existência de resistência natural a C. 

maculatus em três linhagens de feijão-de-corda. Dentre os acessos selvagens 

investigados, TVu 2027 apresentou resistência ao inseto e após intenso programa 

de melhoramento no IITA, a resistência ao C. maculatus foi incorporada em 

cultivares agronomicamente aceitáveis (Singh & Rachie, 1985), como por exemplo 

IT81D-1032, IT81D-1064 e IT81D-1045, que apresentaram diferentes níveis de 

resistência ao bruquídeo (Singh & Singh, 1990; 1992). 
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Figura 6 – Sementes de feijão-comum (Phaseolus vulgaris (L) Fabaceae). 

(Variedade feijão-preto) 

Fonte: http://minisizeus.com/2007/07/21/as-maravilhas-do-feijao-preto/ 
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Inicialmente, a resistência ao bruquídeo C. maculatus observada em variedades 

de feijão-de-corda oriundas da linhagem TVu 2027, foi atribuída à presença de 

inibidores de proteinases serínicas em altas concentrações nessas sementes 

(Gatehouse et al., 1979). Essa hipótese foi baseada em resultados que registram a 

presença de inibidores de proteinases serínicas em quantidades três vezes maiores 

em sementes resistentes do que em sementes susceptíveis. Entretanto estudos 

feitos por Xavier-Filho et al. (1989) e Fernandes et al. (1993) mostraram que não há 

correlação entre os níveis de inibidores de proteinases serínicas (tripsina, 

quimotripsina e subtilisina) ou inibidores de proteinases cisteínicas (papaína) nas 

sementes de feijão-de-corda com a resistência ou susceptibilidade das mesmas ao 

bruquídeo.  

Análises das frações de proteínas das variedades de sementes resistentes 

indicaram que os efeitos prejudiciais observados sobre o bruquídeo C. maculatus 

foram associados com as frações globulínicas (Xavier-Filho, 1991; Macedo et al., 

1993), que são insolúveis em água e estão tipicamente presentes em sementes de 

leguminosa, associadas com os mecanismos de defesa que as plantas têm 

desenvolvido contra a ação de pestes e patógenos (Sales et al., 2000). A presença 

de vicilina variante expressa nestas sementes tem sido relacionada diretamente ao 

efeito tóxico das globulinas ao inseto (Macedo et al., 1993; Macedo et al., 1995). 

 

1.4. As vicilinas (globulinas 7S) 

As vicilinas (globulinas 7S) formam uma classe bem conhecida de proteínas de 

reserva de plantas e nas sementes de feijão-de-corda a maior parte das proteínas 

presentes são vicilinas (Carasco et al., 1978; Khan et al., 1980) que constituem 25% 

do peso seco destas sementes (Casey et al., 1986; Müntz et al., 1986; Fotso et al., 

1994).  

As vicilinas são moléculas oligoméricas, classificadas como globulinas 7S de 

acordo com o seu coeficiente de sedimentação, possuem grau variado de 

glicosilação (Shutov et al., 1995), apresentam uma composição de aminoácidos com 

altas concentrações de ácido aspártico, ácido glutâmico, arginina, fenilalanina e 

leucina, mas têm, no entanto, concentrações mínimas de aminoácidos sulfurados 

como metionina e cisteína (Carasco et al., 1978; Macedo et al., 1995). As vicilinas 

são solúveis em soluções salinas (Fernandes & Xavier-Filho 1998), não possuem 

ligação dissulfeto em suas cadeias polipeptídicas, apresentam grande 
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heterogeneidade (Sales et al., 2000), massa molecular em torno de 150 kDa e se 

agregam para formar trímeros de subunidades com massas moleculares variando 

entre 45-70 kDa (Fernandes & Xavier-Filho 1998). As vicilinas são codificadas por 

um grande número de genes (Shewry et al., 1995) e as porções N-terminal das 

seqüências mostram similaridade com as regiões C-terminal sugerindo que essas 

proteínas surgem de um evento de duplicação gênica (Shewry et al., 1995; Shutov et 

al., 1995). Estruturas tridimensionais de várias destas proteínas têm sido 

identificadas por cristalografia de raios-X (Figura 7) confirmando a simetria da 

molécula e a disposição das subunidades no trímero (Ng et al., 1993).   

Estas proteínas de reserva parecem ser multifuncionais, fornecendo aminoácidos 

durante a germinação da planta e participando dos mecanismos de defesa das 

sementes, sendo tóxica a insetos (Macedo et al., 1993; Shutov et al., 1995; Sales et 

al., 2000).  

O mecanismo de ação das vicilinas sobre os bruquídeos ainda não está 

completamente esclarecido, mas a observação de que vicilinas de leguminosas se 

ligam à quitina (Yunes et al. 1998; Sales et al., 2001), levou a hipótese de que estas 

proteínas de feijão-de-corda e outras leguminosas podem se ligar fortemente a 

várias estruturas contendo quitina, como as que estão presentes no intestino médio 

de C. maculatus e Z. subfasciatus (Firmino et al., 1996; Sales et al., 1996, 2001) e 

nas paredes celulares ou membranas plasmáticas de fungos filamentosos e 

leveduras (Gomes et al., 1998). Já na larva da broca da cana-de-açúcar Diatraea 

saccharalis, as vicilinas de feijão-de-corda do genótipo IT81D-1045 (resistente ao 

ataque pelo caruncho do feijão-de-corda), se ligaram à membrana peritrófica 

reduzindo significativamente a razão de sobrevivência deste inseto (Mota et al., 

2003). Estas informações confirmam a idéia da participação das vicilinas no 

mecanismo de defesa de sementes, em adição à função de reserva protéica. 
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Figura 7 – Estrutura tridimensional identificada por cristalografia de raios-X de uma 

molécula homotrimérica homologa a vicilina pertencente à superfamília das cupinas. 
Fonte: http://www.scsv.ups-tlse.fr/root/equipes/proteines/theme_en.php?idth=25 
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2 – OBJETIVOS 
 
2.1. Objetivo geral: 

O objetivo deste trabalho é mostrar a absorção e a compartimentalização de 

vicilinas de V. unguiculata na hemolinfa e no corpo gorduroso dos insetos C. 

maculatus e Z. subfasciatus,  

 

2.2. Objetivos específicos: 
2.2.1. Investigar a presença de vicilinas de feijão-de-corda (V. unguiculata) e 

feijão-comum (P. vulgaris) na hemolinfa e no corpo gorduroso de larvas de 

C. maculatus e Z. subfasciatus; 

2.2.2. Verificar o consumo das vicilinas absorvidas durante o desenvolvimento 

das larvas e em insetos adultos machos e fêmeas de C. maculatus; 

2.2.3. Verificar o efeito da hidratação de sementes naturais, obtidas pelo 

aumento do número de larvas por semente, sobre o perfil e as 

concentrações de vicilinas e proteínas totais na hemolinfa e no corpo 

gorduroso de larvas de C. maculatus. 
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3 – MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 – Obtenção e manutenção do material biológico. 

 
3.1.1 – Sementes 

 Neste trabalho foram utilizadas sementes de V. unguiculata (L) Walp 

(feijão-de-corda, cultivar Fradinho) e de P. vulgaris (L) Fabacea (feijão-comum) 

adquiridas comercialmente no mercado municipal de Campos dos Goytacazes – RJ 

e mantidas em frascos de vidro com tampas a temperatura ambiente.  
 
3.1.2 – Insetos 

 Os insetos que formam a colônia de C. maculatus desde 1995, do 

Laboratório de Química e Função de Proteínas e Peptídeos, da Universidade 

Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro foram fornecidos originalmente pelo 

Professor Dr. José Higino Ribeiro dos Santos, da cultura mantida no Departamento 

de Fitotecnia do Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal do Ceará 

(Fortaleza, Ceará, Brasil). Os insetos da espécie Z. subfasciatus também foram 

coletados de colônias mantidas no LQFPP. Estas colônias foram iniciadas em 1995, 

a partir de insetos fornecidos pelo Professor F. M. WiendI do Centro de  Energia 

Nuclear na Agricultura, Piracicaba, São Paulo. 

Os insetos que formam a colônia de C. maculatus foram mantidos em 

sementes de V. unguiculata (variedade Fradinho) enquanto que os insetos que 

formam a colônia de Z. subfascistus foram mantidos em sementes de V. unguiculata 

e P. vulgaris (variedade feijão-preto).  Ambos os insetos foram mantidos a 70% de 

umidade relativa e 28 ºC em câmara de crescimento no LQFPP. 

 

3.2 – Metodologia 

 Para atingir os objetivos descritos nesta dissertação, as seguintes atividades 

experimentais foram desenvolvidas. 

 

3.2.1 – Purificação de vicilinas de sementes de V. unguiculata 

 As vicilinas das sementes de V. unguiculata (genótipo EPACE-10) foram 

preparadas segundo o método de Macedo et al. (1993) com algumas modificações. 

Sementes maduras de feijão-de-corda do genótipo EPACE-10 foram utilizadas. Após 
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a remoção do tegumento, os cotilédones foram triturados em moinho até a obtenção 

de uma farinha peneirada em peneira de 40 tramas/cm2. A farinha de sementes de 

V. unguiculata foi extraída em 100 mM de tampão Tris/HCl, 250 mM de NaCl pH 8,0 

na proporção de 1:10 (farinha : tampão de extração) sob agitação constante por três 

horas, a temperatura ambiente. O extrato foi centrifugado a 10.000 x g por 30 

minutos a 4ºC. O sedimento foi descartado e as proteínas do sobrenadante 

submetidas a fracionamento seqüencial com sulfato de amônio a 0-70 % e 70-90 %. 

A fração 70-90 %, rica em globilinas, foi dialisada exaustivamente contra água 

destilada, liofilizada e utilizada para purificação de vicilinas. A fração rica em vicilinas  

(100 mg) foi submetida à cromatografia em coluna de DEAE-Sepharose (2 x 20 cm). 

A coluna foi equilibrada com 50 mM de tampão Tris/HCl, pH 8,0 e eluída com 

gradiente de NaCl (0 a 1M), a um fluxo de 30 mL/h e foram coletadas frações de 2 

mL e a absorbância lida a 280 nm. As frações enriquecidas em vicilinaa foram 

recuperadas, submetidas à diálise contra água destilada e liofilizadas.  

 

3.2.2 – Produção de anticorpos contra vicilinas de V. unguiculata 

 
3.2.2.1 – Obtenção do soro pré-imune 

Coelhos de três meses de idade foram sangrados através de um 

corte na extremidade da orelha com um bisturi cirúrgico, para a obtenção de soro 

pré-imune. Após a coleta de 20 mL em béquer, este material foi deixado por 30 

minutos a 37ºC. Após formação do coágulo o soro foi recolhido e submetido a 

centrifugação a 3.000 x g por 2 minutos em uma microcentrífuga refrigerada a 4ºC. 

Após este procedimento o soro clarificado e livre de hemácias foi armazenado a – 

20ºC. 

3.2.2.2 – Imunização  

Após a obtenção do soro pré-imune amostras de vicilinas 

purificadas (antígenos) foram preparadas a uma concentração de 5 mg/mL em 150 

mM de solução salina (estéril). Este material foi emulsificado em adjuvante completo 

de Freund na proporção de 2:1 (solução de vicilina: adjuvante). O protocolo utilizado 

para imunização do coelho com obtenção de anticorpos policlonais foi o seguinte: 

1º dia – Imunização intramuscular do antígeno + adjuvante (1,0 mL). 

30º dia – Imunização subcutânea do antígeno + adjuvante (1,0 mL). 

45º dia – Imunização subcutânea do antígeno + adjuvante (1,0 mL). 
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55º dia – Imunização subcutânea do antígeno (1,0 mL) + 1º Sangria. 

65º dia – Imunização subcutânea do antígeno (1,0 mL) + 2º Sangria. 

A obtenção e estocagem do soro após imunização seguiram o 

mesmo procedimento do soro pré-imune. Reforços (novas aplicações do antígeno) 

foram aplicados semanalmente e anti-soros obtidos regularmente, após o 65º dia. 

Os anticorpos foram utilizados em ensaios de ELISA e nos ensaios de “Western 

blotting”.  

 
3.2.3 – Crescimento e dissecação de larvas 

Larvas de C. maculatus de 14, 16, 18, 20, 22 e 24 dias após oviposição 

mantidas em sementes de V. unguiculata (cultivar Fradinho) e de Z. subfasciatus de 

16 dias após oviposição mantidas em sementes de V. unguiculata (cultivar Fradinho) 

e P. vulgaris, foram dissecadas. As larvas foram obtidas de colônias mantidas em 

estufa (câmara de crescimento), na qual insetos fêmeas de C. maculatus foram 

colocados para ovopositar sobre as sementes de V. unguiculata e de Z. subfasciatus 

foram colocados para ovopositar sobre as sementes de V. unguiculata e de P. 

vulgaris que foram deixadas na estufa durante os dias subseqüentes para que 

houvesse o desenvolvimento das larvas no interior destas sementes. Estas 

sementes foram abertas nas datas estipuladas, as larvas foram então retiradas e 

posteriormente lavadas em solução de 250 mM de NaCl e, em seguida, transferidas 

para uma lâmina escavada contendo 50 µL da mesma solução, onde foram 

dissecadas a frio sob lupa estereoscópica. As larvas foram abertas por uma incisão 

na porção central, para extravasamento da hemolinfa que dispersa nesta solução foi 

coletada com uma pipeta automática e transferida para tubos de microcentrífuga de 

1,5 mL mantidos em banho de gelo. Em seguida, os demais órgãos foram expostos 

(tomando-se o cuidado para evitar o rompimento do intestino) e o corpo gorduroso 

foi separado e transferido para tubos de microcentrífuga de 1,5 mL mantidos em 

banho de gelo. As amostras foram então congeladas e armazenadas a -20 ºC até o 

uso. 

 

3.2.4 – Cultivo e dissecação de insetos adultos 

Insetos adultos machos e fêmeas de C. maculatus com 1 a 10 dias de vida 

após a emergência de sementes de V. unguiculata foram dissecados. Sementes 

contendo insetos adultos em seu interior e prontos para emergir, foram separadas em 
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potes de vidro e a emergência do inseto foi acompanhada. Assim que emergiram das 

sementes os insetos foram coletados e cultivados em outros vidros com tampa 

perfurada. Os dias de vida a partir da emergência foram então acompanhados sendo 

que a cada dia um grupo de insetos machos e/ou fêmeas foram dissecados em 

solução de 250 mM de NaCl. Para isso os insetos foram imobilizados por 

congelamento durante 5 minutos e transferidos para uma lâmina escavada contendo 

50 µL de salina, onde foram assim dissecados a frio sob lupa estereoscópica.  Em 

seguida, o corpo gorduroso visceral foi coletado e transferido para tubos de 

microcentrífuga de 1,5 mL mantidos em banho de gelo. As amostras foram então 

congeladas e armazenadas a -20 ºC até o uso. 

 

3.2.5 – Extração de proteínas da hemolinfa e do corpo gorduroso 

 Após a dissecação das larvas de C. maculatus e Z. subfasciatus, a 

homogeneização somente do corpo gorduroso foi feita em 100 mM de tampão 

Tris/HCl, 250 mM de NaCl pH 8,0, utilizando-se um homogeneizador tipo Potter-

Elvehjem munido de um pistilo de teflon, em movimentos manuais, mantendo-se o 

material constantemente em banho de gelo, por 5 min, segundo o protocolo 

desenvolvido por Sammour et al. (1984), com algumas modificações introduzidas 

por Macedo et al. (1993 e 1995). Em seguida, o corpo gorduroso homogeneizado e 

a hemolinfa foram centrifugados a 10.000 x g, por 15 min a 4 ºC. O sobrenadante foi 

coletado e congelado para análises posteriores. O sedimento foi descartado.   

Os corpos gordurosos dos insetos adultos de C. maculatus foram 

submetidos ao mesmo processamento descrito para as larvas.  

 

3.2.6 – Dosagem de proteínas 

 As dosagens de proteínas foram feitas de acordo com Smith et al. (1985), 

como modificado por Morton & Evans (1992), com ácido bicinconínico (BCA) e a 

leitura foi feita em absorbância de 560 nm, utilizando a albumina sérica bovina (BSA) 

como proteína padrão.  

 

3.2.7 – Ensaio de imunoadsorção enzimática (ELISA) 

 As quantificações de vicilinas foram realizadas pelo método de ELISA 

segundo instruções do fabricante. Uma placa de micropoços foi sensibilizada com as 

amostras diluídas em 100 L de tampão carbonato/bicarbonato 0,05 M, pH 9,6, por 
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16 hs a 4º C com 100 L/poço (20g de proteína). A curva padrão contendo 12 

amostras foi construída com vicilinas purificadas de V. unguiculata em 

concentrações crescentes de 0,0024 até 5 g. Após sensibilização, todas as 

amostras contidas na placa foram descartadas e a placa foi lavada 5x (5 min/cada) 

com um volume de 300 L de tampão PBS contendo 0,05% de Tween e 

posteriormente a cada poço foi adicionado o mesmo volume de tampão bloqueador 

(PBS-Tween contendo 1% de gelatina), sendo a placa incubada durante 2 h, a 

temperatura ambiente. Após o tempo de bloqueio, a placa foi novamente lavada 5x 

(5 min/cada) com um volume de 300 L de tampão PBS-Tween e depois a cada 

poço foram adicionados 50L de anticorpo anti-vicilina de V. unguiculata produzido 

em coelho, diluído na proporção de 1:2.000 em tampão bloqueador, por 2 h, à 

temperatura ambiente. Após a exposição ao anticorpo, a placa foi lavada 10x (não 

sendo necessário esperar entre uma lavagem e outra) com um volume de 300 L de 

tampão PBS-Tween e foram adicionados 50 L do segundo anticorpo (anti-IgG de 

coelho complexado a peroxidase), diluído na proporção de 1:2.000 em tampão 

bloqueador, por 1 h, a temperatura ambiente. Posteriormente a placa foi novamente 

lavada 10x (não sendo necessário esperar entre uma lavagem e outra) com o 

mesmo volume de tampão PBS-Tween. Após as lavagens, foram adicionados a 

cada poço da placa 50 L de substrato (10 mg de orto-fenil-diamina dissolvidas em 

25 mL de tampão ácido, que consiste em 6,5 mL de ácido cítrico 0,1 M, 7,0 mL de 

fosfato de sódio 0,2 M, 10 L de H2O2  (30%) e  11,5 mL de H2O em um valor final 

de pH = 5,0). A placa foi deixada no escuro por cerca de 10 min a temperatura 

ambiente. A reação foi parada com a adição de 50 L de ácido sulfúrico 3 M e a 

leitura da placa foi realizada a 492 nm em um leitor de ELISA.  

  
3.2.8 – Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS 

 As amostras obtidas na extração de proteínas foram aplicadas em gel de 

poliacrilamida 12% na presença de SDS (Laëmmli, 1970). O gel de separação foi 

preparado misturando-se: 4,0 mL de solução acrilamida-bisacrilamida 30%, 3,3 mL 

de água destilada, 2,5 mL de tampão Tris/HCl 1,5 M, pH 8,8,  100 µL de SDS 10%, 

100 µL de persulfato de amônio 10% (APS) e 4 µL de TEMED. O gel de aplicação foi 

preparado misturando-se: 2,1 mL de água destilada, 500 µL de acrilamida-

bisacrilamida 30%, 380 µL de tampão Tris/HCl 1,0 M pH 6,8, 30 µL de SDS 10%, 30 

µL de APS 10%, e 3 µL de  TEMED. O tampão de corrida utilizado na cuba de 
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eletroforese foi o tampão Tris 25 mM, glicina 192 mM e SDS 0,1%, pH 8,3. As 

amostras foram dissolvidas em tampão de amostra (Tris/HCl 0,5M pH 6,8 contendo 

água destilada, glicerol 10%, SDS 10%, 2-β-mercapto-etanol e 1% de azul de 

bromofenol). A eletroforese foi processada a uma voltagem constante de 50 V até 

que a linha de frente corada com azul de bromofenol alcance o início do gel de 

separação, onde então a voltagem foi elevada até 100 V durante aproximadamente 

2 h. Após a corrida, o gel foi corado com nitrato de prata para melhor visualização 

das bandas como descrito no item abaixo.  

Foram utilizados como marcadores de massa molecular: β-galactosidase 

(116 kDa), glicogênio fosforilase B (97 kDa), BSA (66 kDa), ovalbumina (45 kDa) e 

anidrase carbônica (29 kDa).  

 

3.2.9 – Coloração dos géis com nitrato de prata 

 As proteínas dos géis foram submetidas à revelação por precipitação com 

nitrato de prata (Blum et al., 1987). Os géis foram fixados em 50% de metanol, 12% 

de ácido acético e 50 µL de formol (37%) (1 h), sendo um pequeno volume desta 

solução armazenado para parar a reação no final do experimento. Após a fixação, os 

géis foram lavados 2x em etanol 50% (20 min/cada) e 1x em etanol 30% (20 

minutos). Após este período os géis foram tratados com 0,2 mg/mL de tiossulfato de 

sódio (1 min) sob agitação e lavados 3x em água destilada (20 seg./cada). Em 

seguida os géis foram corados com 200 mg/100 mL de nitrato de prata + 75 µL de 

formol (37%) (20 min). Após este período os géis foram lavados 2x com água 

destilada (20 seg./cada). A revelação foi feita imergindo o gel em uma solução 

contendo carbonato de sódio 6 g/100 mL, 50 µL de formol (37%) e 400 µL de 

tiossulfato de sódio (1 mg/mL) deixando por 10 min. esta solução com os géis até a 

revelação das bandas protéicas. Foi usado o fixador armazenado no início do 

experimento para parar a reação, ou seja, até aparecerem bolhas de ar. Os géis 

foram lavados 3x em água destilada (1min/cada) e armazenados em glicerol 2%, 

para posterior análise e documentação.  
 

3.2.10 – “Western blotting” 

As proteínas separadas por SDS-PAGE foram imunodetectadas de acordo 

com a metodologia descrita por Towbin et al. (1979). As bandas protéicas do gel de 

poliacrilamida 12% foram eletrotransferidas para membranas de nitrocelulose, 
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durante 2 h, aplicando-se uma corrente constante de 1 mA/cm2. Após a 

eletrotransferência as membranas foram coradas com vermelho de Ponceau S 

0,1%, para verificar a presença das proteínas do gel na membrana, e em seguida 

foram bloqueadas por 2 h à temperatura ambiente com tampão PBS (136 mM de 

NaCl, 30 mM de KCl, 1,5 mM de KH2PO4 e 8 mM de Na2HPO4. 7H2O, pH 7,2 a 7,6), 

contendo 2% de leite em pó desnatado, para bloquear os sítios livres da membrana. 

Após o bloqueio, as membranas foram incubadas com o anticorpo anti-vicilina de V. 

unguiculata em tampão bloqueador na proporção de 1:2.000 por 2 h à temperatura 

ambiente. Após as 2 h de incubação das membranas com os anticorpos, estas 

foram lavadas 6x (10 min/cada) com o tampão PBS e incubadas com o anticorpo 

secundário anti-IgG de coelho complexado a peroxidase, diluídos em tampão 

bloqueador na proporção de 1:2.000, por 1 h e 30 min. Passado o período de 

incubação, as membranas foram novamente lavadas como descrito anteriormente e 

a revelação das bandas protéicas imunoreativas para vicilinas foi feita por uma 

reação com o cromógeno, diaminobenzidina (DAB, Sigma Chemicals, St. Louis, 

MO). As membranas foram imersas em solução contendo 5 mg de DAB dissolvidos 

em  4,9 mL de água destilada,  300 µL de Imidazol 0,1 M,  100 L de Tris/HCl 2 M 

pH 7,5, e 5 L de H2O2 (30%). As membranas foram deixadas em contato com a 

solução reveladora por um período de 10 minutos ou até aparecerem as bandas 

coradas em marrom. Para parar a reação as membranas foram lavadas com água 

destilada.  

 

3.2.11 – Hidratação e Infestação de sementes de V. unguiculata por C. 

maculatus  

A partir da observação de que quanto maior o número de larvas por 

semente, maior é a umidade no interior desta, nós desenvolvemos um experimento 

onde foram utilizadas sementes de V. unguiculata contendo quantidades diferentes 

de larvas em seu interior. As sementes de V. unguiculata foram infestadas por 

fêmeas de C. maculatus durante algumas horas, o excesso de ovos foi retirado e nós 

então separamos um grupo de sementes contendo dois ovos, outro grupo contendo 

quatro ovos e um terceiro e último grupo contendo seis ovos por semente. Estas 

sementes permaneceram em estufa até as larvas chegarem ao 16º dia de vida, onde 

foram então dissecadas como já descrito no item 3.2.3. 
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4 – RESULTADOS 
 

4.1 – Determinação da presença de vicilinas de feijão-de-corda (V. 

unguiculata) e feijão-comum (P. vulgaris) na hemolinfa e no corpo gorduroso 
de larvas de C. maculatus e Z. subfasciatus 

Nas Figuras 5 e 6, podemos observar as concentrações de vicilinas 

reconhecidas pelo anticorpo anti-vicilina de V. unguiculata na hemolinfa (HM) e no 

corpo gorduroso (CG) nas larvas de C. maculatus e Z. subfasciatus. Nós mostramos 

tanto os resultados expressos em ng de vicilina por g de proteína (Figura 8) quanto 

os resultados expressos em g de vicilina por inseto (Figura 9). Quando analisamos 

o gráfico da figura 8, notamos que a concentração de vicilina está mais enriquecida 

na HM. Porém quando observamos o gráfico da figura 9, vemos que o 

enriquecimento de vicilina acontece no CG e não na HM. Na verdade na figura 8 não 

é a concentração de vicilina que é maior na HM e sim a concentração de proteína 

total que é menor neste tecido, deixando então a vicilina em situação de maior 

destaque após ser reconhecida pelo anticorpo anti-vicilina de V. unguiculata. Já o 

gráfico da figura 9 (vicilina por inseto), mostra o resultado real na qual a vicilina não 

só foi quantificada na HM e no CG das larvas de C. maculatus e Z. subfasciatus, 

como também sua concentração foi maior na HM e no CG das larvas de C. 

maculatus que se alimentaram de sementes de V. unguiculata. Se nós comparar-

mos as larvas de C. maculatus e Z. subfasciatus que se alimentaram de sementes 

de V. unguiculata com as larvas de Z. subfasciatus que se alimentaram de sementes 

de P. vulgaris, observamos que a concentração de vicilina absorvida é maior nas 

duas espécies que se alimentaram de sementes de V. unguiculata.  

A presença de bandas protéicas reativas contra anticorpos policlonais 

produzidos contra vicilinas de V. unguiculata na HM e no CG das larvas de C. 

maculatus e Z. subfascitaus foi confirmada por “Western Blotting” (Figura 10). Nós 

podemos observar bandas protéicas reativas contra o anticorpo anti-vicilina de V. 

unguiculata mais aparentes nas raias que mostram resultados da HM de C. 

maculatus e Z. subfasciatus que se alimentaram de V. unguiculata. Nas raias que 

mostram resultados da HM de Z. subfasciatus que se alimentaram de sementes de 

P. vulgaris, o reconhecimento das três subunidades da vicilina não apareceu na 

membrana de nitrocelulose, devido ao fato de o anticorpo produzido ser anti-vicilina 

de V. unguiculata e não anti-vicilina de P. vulgaris. Este fato pode ter influenciado no 
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reconhecimento das três subunidades da vicilina. Já nas três raias que mostram 

resultados do CG, nós observamos o reconhecimento das bandas, porém menos 

visível do que das amostras obtidas da HM. Isso ocorreu, pois a concentração de 

proteína total aplicada por poço foi a mesma em todas as amostras e como no CG 

há uma concentração maior de proteína total do que de vicilina, o anticorpo 

reconheceu mais fracamente esta proteína de reserva. 
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Figura 8 – Quantidade de vicilinas expressas em ng de vicilina por µg de proteína na 

hemolinfa e no corpo gorduroso das larvas de 16 dias de C. maculatus (Cm) 

alimentadas em sementes de V. unguiculata (Vu) e das larvas de Z. subfasciatus 

(Zs) alimentadas em sementes de V. unguiculata e P. vulgaris (Pv). Os histogramas 

correspondem às médias de ensaios em triplicata representativos de três lotes 

independentes. 
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Figura 9 – Quantidade de vicilinas expressas em g de vicilina por inseto na 

hemolinfa e no corpo gorduroso das larvas de 16 dias de C. maculatus alimentadas 

em sementes de V. unguiculata e das larvas de Z. subfasciatus alimentadas em 

sementes de V. unguiculata e P. vulgaris. Os histogramas correspondem às médias 

de ensaios em triplicata representativos de três lotes independentes. 
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Figura 10 – Visualização eletroforética de proteínas extraídas da hemolinfa e do 

corpo gorduroso das larvas de 16 dias de C. maculatus e Z. subfasciatus. SDS-

PAGE 12% corado por prata (A) e “Western blotting” (B). H – Hemolinfa; CG – Corpo 

Gorduroso; M – Marcador de massa molecular; V – Vicilina padrão; 1 e 4 – Larvas 

de C. maculatus alimentadas em sementes de V. unguiculata; 2 e 5 – Larvas de Z. 

subfasciatus alimentadas em sementes de V. unguiculata; 3 e 6 – Larvas de Z. 

subfasciatus alimentadas em sementes de P. vulgaris. As cabeças de setas indicam 

as três subunidades das vicilinas. 
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4.2 –  Concentração das vicilinas absorvidas durante o desenvolvimento 
das larvas de C. maculatus 

 Nós podemos observar nas Figuras 11 e 12 que a vicilina está presente 

em diferentes concentrações em todos os estágios larvais e de pupa, não só nas 

amostras da HM, como também do CG desses animais. Nos resultados onde a 

concentração em ng de vicilina por µg de proteína total estão sendo comparados, 

nós observamos que a concentração de vicilina acompanha a concentração de 

proteína total nas amostras e que há um aumento desta concentração até o 16º dia 

de desenvolvimento e depois há um decréscimo nos próximos dias (Figura 11). Os 

resultados expressos em ng de vicilina por inseto mostraram este aumento nas 

concentrações destas proteínas de reserva até o 16º dia e a diminuição a partir 

deste ponto, além de identificar novamente que há uma concentração maior de 

vicilina no CG do que na HM destes animais (Figura 12). 

 A presença de vicilinas na HM e no CG das larvas de 14, 16, 18, 20, 22 e 

24 dias de C. maculatus que se alimentaram de sementes de V. unguiculata foi 

confirmada por “Western Blotting” (Figuras 13B e 14B). Nós podemos observar 

nestes resultados a ocorrência de reconhecimento positivo em todos os dias de 

desenvolvimento larval e pupal, tanto nas amostras obtidas da HM, como nas 

amostras obtidas do CG das larvas de C. maculatus. Sendo que nas amostras do 

CG as bandas aparecem mais fracas, pois a concentração de proteína total neste 

tecido é maior do que a concentração de vicilina.  
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Figura 11 – Quantidade de vicilinas expressas em ng de vicilina por µg de proteína 

na hemolinfa (A) e no corpo gorduroso (B) das larvas de C. maculatus de 14, 16, 18, 

20, 22 e 24 dias alimentadas em sementes de V. unguiculata. Em C está a união dos 

dois gráficos (A e B). Os histogramas correspondem às médias de ensaios em 

triplicata representativos de três lotes independentes. 
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Figura 12 – Quantidade de vicilinas expressas em ng de vicilina por inseto na 

hemolinfa e no corpo gorduroso das larvas de C. maculatus de 14, 16, 18, 20, 22 e 

24 dias alimentadas em sementes de V. unguiculata. Os histogramas correspondem 

às médias de ensaios em triplicata representativos de três lotes independentes. 
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Figura 13 – Visualização eletroforética de proteínas extraídas da hemolinfa das 

larvas de C. maculatus de 14, 16, 18, 20 e 24 dias. SDS-PAGE 12% corado por 

prata (A) e “Western blotting” (B). H – Hemolinfa; M – Marcador de massa molecular; 

V – Vicilina padrão. As cabeças de setas indicam as três subunidades das vicilinas. 
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Figura 14 – Visualização eletroforética de proteínas extraídas do corpo gorduroso 

das larvas de C. maculatus de 14, 16, 18, 20 e 24 dias. SDS-PAGE 12% corado por 

prata (A) e “Western blotting” (B). CG – Corpo Gorduroso; M – Marcador de massa 

molecular; V – Vicilina padrão. As cabeças setas indicam as três subunidades das 

vicilinas. 
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4.3 – Consumo das vicilinas absorvidas em C. maculatus de ambos os 
sexos 

Podemos observar na Figura 15 que a vicilina está presente em todos os 

10 dias após a emergência do C. maculatus das sementes de V. unguiculata e que a 

concentração de proteína total está diminuindo. Mas ao observamos as barras 

relativas as concentrações de vicilinas, notamos que estas não sofrem diminuição 

acompanhando as concentrações de proteínas totais. Já ao observamos a Figura 16 

(Vicilina/Inseto), notamos que as concentrações de vicilinas estão diminuindo logo 

após a emergência destes insetos das sementes de V. unguiculata. Observamos 

também a partir destes resultados que as concentrações de vicilinas são maiores em 

fêmeas do que em machos. 

A presença de vicilinas foi confirmada por “Western Blotting” no CG 

destes insetos (Figuras 17B e 18B). Nós podemos observar nas duas Figuras que o 

reconhecimento das bandas protéicas reativas contra anticorpos policlonais 

produzidos contra vicilinas de V. unguiculata se encontra em uma posição mais 

abaixo, se comparado com as bandas da molécula de vicilina padrão, sugerindo 

uma possível degradação destas moleculas. 
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Figura 15 – Quantidade de vicilinas expressas em ng de vicilina por µg de proteína 

no corpo gorduroso de insetos machos (A) e de insetos fêmeas (B) de C. maculatus 

com 1 a 10 dias após a emergência de sementes de V. unguiculata. Em C está a 

união dos dois gráficos (A e B). Os histogramas correspondem às médias de 

ensaios em triplicata representativos de três lotes independentes. 
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Figura 16 – Quantidade de vicilinas expressas em ng de vicilina por inseto no corpo 

gorduroso de C. maculatus adultos de ambos os sexos com 1 a 10 dias após a 

emergência de sementes de V. unguiculata. Os histogramas correspondem às 

médias de ensaios em triplicata representativos de três lotes independentes. 
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Figura 17 – Visualização eletroforética de proteínas extraídas do corpo gorduroso de 

adultos de C. maculatus machos com 1 a 10 dias após a emergência de sementes 

de V. unguiculata. SDS-PAGE 12% corado por prata (A) e “Western blotting” (B). CG 

– Corpo Gorduroso; M – Marcador de massa molecular; V – Vicilina padrão. As 

cabeças de setas indicam as três subunidades das vicilinas. 

 
 
 
 
 

  M      V       1        2       3        4        5       6       7       8       9     10 
  CG 

A 

66,2 

37,6 

28,5 

97,4 

kDa 

116,0 

18,4 

  CG 
B 

 V       1       2      3      4       5       6       7      8       9     10 



  42

 
 
 

 
 
 
 
Figura 18 – Visualização eletroforética de proteínas extraídas do corpo gorduroso de 

C. maculatus adultos fêmeas com 1 a 10 dias após a emergência de sementes de V. 

unguiculata. SDS-PAGE 12% corado por prata (A) e “Western blotting” (B). CG – 

Corpo Gorduroso; M – Marcador de massa molecular; V – Vicilina padrão. As 

cabeças de setas indicam as três subunidades das vicilinas. 
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4.4 – Efeitos da hidratação de sementes naturais, obtidas pelo aumento do 
número de larvas por semente, sobre as concentrações de vicilinas e proteínas 
totais na hemolinfa e no corpo gorduroso de larvas de C. maculatus 

As Figuras 19 e 20 mostram que há uma diferença significativa nas 

concentrações de vicilinas tanto na HM quanto no CG das larvas de16 dias de C. 

maculatus alimentadas em sementes de V. unguiculata contendo 2, 4 e 6 larvas por 

semente. Em ambos os resultados, nós observamos que a concentração de vicilina 

parece aumentar na HM e diminuir no CG a medida que mais larvas são 

encontradas dentro da semente de V. unguiculata. 

A presença de vicilinas na HM e no CG destas larvas, foi confirmada por 

“Western Blotting” (Figura 21B). Nós podemos observar que a uma mesma 

concentração de proteínas totais aplicadas por poço do gel de eletroforese (50µg 

para amostras da HM e 100µg para amostras de CG), ocorreu o reconhecimento 

diferencial das três subunidades da vicilina pelo anticiorpo anti-vicilina de V. 

unguiculata em todas as raias, mesmo sendo as amostras obtidas de larvas de 

mesma idade (16 dias) alimentadas no mesmo tipo de semente.  
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Figura 19 – Quantidade de vicilinas expressas em ng de vicilina por µg de proteína 

na hemolinfa e no corpo gorduroso das larvas de 16 dias de C. maculatus 

alimentadas em sementes de V. unguiculata com quantidades diferentes destes 

insetos. Os histogramas correspondem às médias de ensaios em triplicata 

representativos de três lotes independentes. 
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Figura 20 – Quantidade de vicilinas expressas em g de vicilina por inseto na 

hemolinfa e no corpo gorduroso das larvas de 16 dias de C. maculatus alimentadas 

em sementes de V. unguiculata com quantidades diferentes destes insetos. Os 

histogramas correspondem às médias de ensaios em triplicata representativos de 

três lotes independentes. 
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Figura 21 – Visualização eletroforética de proteínas extraídas da hemolinfa e do 

corpo gorduroso das larvas de 16 dias de C. maculatus alimentadas em sementes 

de V. unguiculata com 2, 4 e 6 larvas por semente. SDS-PAGE 12% corado por 

prata (A) e “Western blotting” (B). H – Hemolinfa; CG – Corpo Gorduroso; M – 

Marcador de massa molecular; V – Vicilina padrão. As cabeças de setas indicam as 

três subunidades das vicilinas. 
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5 – DISCUSSÃO 

A toxicidade de vicilinas tem sido correlacionada com sua resistência à proteólise 

pelas enzimas digestivas do bruquídeo C. maculatus e proteases exógenas e com 

sua capacidade de ligação às células epiteliais do intestino médio de C. maculatus 

(Sales et al., 1992; Macedo et al., 1993). Moléculas de vicilinas têm sido observadas 

como capazes de interagir com quitina (Sales et al., 1996; Firmino et al., 1996) e 

com a membrana peritrófica em larvas do lepidóptero D. saccharalis (Mota et al., 

2003) e do coleóptero Tenebrio molitor (Paes et al., 2008). Sales et al. (2001) 

detectaram imunologicamente vicilinas nas bordas das microvilosidades do intestino 

médio de larvas de C. maculatus.  

A interação de proteínas de sementes, com propriedades de ligação a 

carboidratos, com o intestino e membranas peritróficas, e seus subseqüentes efeitos 

tóxicos, têm sido registrados em diversos insetos (Eisemann et al., 1984; Harper et 

al., 1998; Habibi et al., 2000; Fitches et al., 2001). Recentes estudos têm fornecido 

evidência de que a possibilidade de absorção, internalização e ação de moléculas 

de proteínas em órgãos internos, além de ser um processo importante, são comuns 

nestes animais. Paes et al. (2000) mostraram que proteínas tóxicas a bruquídeos, 

como por exemplo, as arcelinas, não somente se ligam à parede do intestino, mas 

são também encontradas nos órgãos internos das larvas de Z. subfasciatus. Fitches 

et al. (2001; 2002) mostraram que lectinas como, por exemplo, as GNA e PHA têm 

sido capazes de se ligar ao tecido do intestino médio e são detectadas em órgãos 

internos das larvas da mariposa do tomate Lacanobia oleracea (Fitches et al., 2001; 

2002).  

Uchôa et al. (2006) em resultados recentes confirmaram o transporte de vicilinas 

do lúmen do intestino médio para dentro da hemolinfa de C. maculatus e mostraram 

que estas proteínas também foram detectadas nos túbulos de Malpighi e no corpo 

gorduroso 48 h após a ingestão. Como proteínas de reserva, as vicilinas servem 

primariamente como uma fonte de nitrogênio orgânico e esqueletos de carbono para 

reações biossintéticas na planta em crescimento. Alternativamente, os seus 

aminoácidos componentes podem ser usados para estimular o metabolismo 

energético (Schlereth, et al., 2001). Por serem consideradas proteínas 

multifuncionais, funcionando como uma fonte de aminoácidos durante a germinação 

da planta e ao mesmo tempo sendo tóxica a bruquídeos (Macedo et al., 1993; 

Shutov et al., 1995; Sales et al., 2000), uma das hipóteses que foi investigada neste 
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trabalho teve como finalidade examinar se a absorção e o acumulo de vicilinas pela 

hemolinfa e pelo corpo gorduroso dos insetos C. maculatus e Z. subfasciatus, 

estavam relacionadas a sua posterior mobilização como reserva protéica. 

Complementando então os resultados obtidos por Uchôa et al. (2006), nossos 

experimentos mostram as concentrações (Figuras 5 e 6) e a presença (Figura 7B) de 

moléculas de proteínas reconhecidas pelo anticorpo anti-vicilina de V. unguiculata na 

hemolinfa e no corpo gorduroso, não só de larvas de 16 dias de C. maculatus 

mantidas em sementes de V. unguiculata como também de larvas de Z. subfasciatus 

mantidas em sementes de V. unguiculata e P. vulgaris. Na Figura 7B nós podemos 

observar que houve um reconhecimento diferencial das vicilinas de V. unguiculata e 

de P. vulgaris nas larvas de C. maculatus e Z. subfascitaus. Esses dados nos levam 

a acreditar que o anticorpo anti-vicilina de V. unguiculata não reconheceu da mesma 

maneira a proteína de reserva (faseolina) presente nas sementes de P. vulgaris. Já 

pelo método de ELISA, nós conseguimos quantificar estas proteínas. Através destes 

resultados nós sugerimos então que a absorção de vicilinas pelas larvas é um 

evento que faz parte do plano de adaptação e desenvolvimento normal dos insetos 

pertencentes à ordem Coleoptera. 

O transporte de vicilinas para a hemolinfa das larvas de C. maculatus é 

semelhante a resultados obtidos por vários outros autores. Sugimura et al. (2001) 

mostraram que a molécula de urease de folhas de amoreira, foi absorvida intacta do 

lúmen intestinal para a hemolinfa de larvas do bicho-da-seda, B. mori; Casartelli et 

al. (2005) mostraram que a molécula de albumina foi translocada através da barreira 

intestinal da larva B. mori, em uma forma não processada, através do mecanismo da 

transcitose; Jeffers et al. (2005) mostraram que a molécula de proteína BSA e o 

anticorpo policlonal anti-BSA cruzaram o sistema digestivo dos insetos da broca do 

broto de tabaco de quarto instar, Heliothis virescens e se acumularam na hemolinfa 

destes insetos; Trung et al. (2006) mostraram também que uma proteína tóxica 

chamada Butal T que só aparecia na hemolinfa de larvas de lepdópteros quando 

injetada diretamente neste tecido, foi detectada neste mesmo órgão após ser 

ingerida oralmente por estes insetos quando sofreu uma recombinação com a GNA 

(ButalT/GNA).  

 Nos resultados obtidos por Uchôa et al. (2006), as determinações das 

concentrações de vicilinas nas carcaças e no intestino médio das larvas do segundo 

instar de C. maculatus foram mostradas ocorrer desde o início do seu período de 
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alimentação. Nossos resultados mostram as concentrações de vicilinas na hemolinfa 

e no corpo gorduroso de larvas de 14, 16, 18, 20, 22 e 24 dias de C. maculatus que 

se alimentaram de V. unguiculata. Nas Figuras 8 e 9 observam-se as diferentes 

concentrações das vicilinas em todos os estágios larvais e de pupa, não só nas 

amostras da hemolinfa como também do corpo gorduroso destes animais e nas 

Figuras 10B e 11B observamos a presença destas moléculas em todos os estágios 

de desenvolvimento. Notamos que há um aumento nas concentrações destas 

proteínas de reserva até o 16º dia e em seguida estas começam a diminuir, quando 

já em estágio de pupa. Podemos sugerir a partir destes resultados que estas 

proteínas estão sendo consumidas pelas pupas como reserva energética, já que 

estas não se alimentam.  

Casartelli et al. (2007) com o propósito de obter um conhecimento mais profundo 

deste processo de transporte de proteínas cruzando o epitélio intestinal, 

investigaram a absorção da HRP, uma glicoproteína de 40 kDa, pelo intestino médio 

de larvas do bicho-da-seda B. mori in vitro. Logo em seguida estes mesmos autores 

(Casartelli et al., 2008), após examinarem em cultura o mecanismo responsável pela 

internalização da albumina-(FITC) por células colunares obtidas do intestino médio 

de larvas B. mori, concluíram que existe um receptor envolvido na endocitose de 

proteínas pelo intestino médio destes insetos. Uchôa et al. (2006), analisaram 

através de experimentos envolvendo vicilinas acopladas também a FITC que ocorre 

a ligação destas proteínas a uma fração rica em microvilosidades intestinais, o que 

pode estar relacionado à presença de receptores para vicilinas nas membranas das 

microvilosidades dos intestinos de larvas de C. maculatus. 

Vinson & Iwantsch (1980) consideram o corpo gorduroso dos insetos, como o 

principal órgão de armazenamento de compostos metabolicamente ativos, 

constituindo-se numa das maiores fontes de nutrição para parasitóides e 

predadores. Resultados obtidos por nós mostram a presença (Figuras 10B e 11B) e 

as diferentes concentrações de vicilinas (Figuras 8 e 9) no corpo gorduroso de C. 

maculatus adultos de ambos os sexos com 1 a 10 dias após a emergência das 

sementes de V. unguiculata. Observamos através do método de ELISA um 

decréscimo das concentrações de vicilinas com o passar dos dias após a 

emergência destes insetos e pelo “Western Blotting” o reconhecimento das bandas 

reativas ao anticorpo anti-vicilina em uma posição mais abaixo se comparado com a 

molécula de vicilina padrão. Esses dados são também muito interessantes, pois 
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sugerem que há o consumo de vicilinas pelos insetos após dias de emergência, 

principalmente nas fêmeas, estando então de acordo com o fato de que no estágio 

adulto estes não se alimentam. 

Outra hipótese a ser investigada neste trabalho e que tem como objetivo explicar 

o porquê da absorção de vicilinas por órgãos internos dos insetos da ordem 

coleoptera, esta relacionada com as respostas de organismos vivos ao estresse 

abiótico. As respostas ao estresse osmótico mostram notáveis similaridades quando 

observamos a partir de uma ampla distancia evolucionária entre as espécies. 

Famílias de genes codificando proteínas funcionalmente distintas, mas 

estruturalmente relacionadas tem sido definido como uma superfamília (Hood et al., 

1985). Diferentes autores têm mostrado que as vicilinas pertencem a uma 

superfamília que tem evoluído de um grupo de proteínas antigas que participaram 

em processos básicos de hidratação e dessecação celular durante a germinação de 

sementes (Bäumlein et al., 1995; Braun et al., 1996). Desta forma, foi descrito na 

literatura que as espirulinas (específicas da esporulação de mixomicetos) e as 

germinas (específicas da germinação de milho), assim como as globulinas de 

reserva de sementes, são expressas em tecidos que toleram a dessecação e a 

rápida re-hidratação (Bernier et al., 1987; Lane et al., 1991; revisado por Shutov & 

Bäumlein, 1999; revisado por Dunwell et al., 2000). 

A nossa hipótese, portanto, se baseia no fato de que como os bruquídeos se 

desenvolvem dentro de sementes secas e suas células ficam expostas ao estresse 

osmótico, as larvas destes insetos para se adaptarem a este ambiente seco de 

modo a evitar o possível estresse em suas células e garantir a sobrevivência e 

perpetuação da espécie, desenvolveram a capacidade de absorver e acumular as 

vicilinas (globulinas de reserva 7S).  

A partir da observação de que muita larva no interior da semente aumenta a 

umidade desta, nós desenvolvemos um experimento onde foram utilizadas 

diferentes quantidades de larvas por sementes, com o objetivo de verificar se uma 

semente com menor quantidade de larva (mais seca) e uma semente com maior 

quantidade de larva (mais úmida) apresenta diferenças quanto às concentrações de 

vicilinas nas amostras obtidas da hemolinfa e do corpo gorduroso das larvas de C. 

maculatus. Nossos resultados foram bastante interessantes. Observamos que a 

concentração de vicilina aumenta na hemolinfa com o aumento do número de larvas 

por sementes e já no corpo gorduroso ocorre o contrário (Figuras 19 e 20). 
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Assumindo então que mais larva na semente provoque o aumento da umidade em 

seu interior, o que acontece é que a vicilina se desloca do corpo gorduroso para a 

hemolinfa. Sugerimos que este fenômeno acontece, pois se o ambiente no interior 

da semente está mais úmido então a vicilina não precisa se acumular no corpo 

gorduroso, para proteger as suas células, permanecendo então na hemolinfa. Agora 

se o ambiente no interior da semente começa a ficar mais seco a vicilina se acumula 

no corpo gorduroso na tentativa talvez de proteger esse órgão contra a dessecação 

celular.  

Na Figura 21B nós podemos observar a presença das subunidades de vicilina 

reconhecidas pelo anticorpo anti-vicilina de V. unguiculata em todas as amostras. 

Foram aplicadas as mesmas quantidades de proteínas totais em todas as raias do 

gel de eletroforese (Hemolinfa=50µg e Corpo Gorduroso=100µg) e todas as 

amostras foram obtidas de larvas de 16 dias, só que com quantidades diferentes 

destas em cada semente. Notamos uma diferença bastante significante nas 

amostras da hemolinfa, onde parece haver um aumento no reconhecimento das 

moléculas de vicilina pelo anticorpo anti-vicilina de V. unguiculata da raia 2 até a raia 

6. Já em todas as amostras do corpo gorduroso observamos bandas protéicas 

reconhecidas pelo anticorpo anti-vicilina, com peso molecular em torno de 30 Kda e 

que não aparecem nas amostras da hemolinfa.  

Castillo et al. (2000) descreveram uma proteína (p16) no núcleo de embriões de 

ervilha dormente (Pisum sativum), que tem como precursor o polipeptídeo p54 que 

foi descrito por estes autores como pertencente à superfamília das vicilinas devido 

ao seu gene (psp54) ser expresso durante o processo de dessecação celular. Algum 

tempo depois, Castillo et al. (2005), analisando seqüências e modelagens 3D 

observaram que o polipeptídeo p54 pertence na realidade a uma outra superfamília 

de proteínas (chamadas cupina), mas continua relacionado, só que em menor 

extensão, a proteínas de reserva de sementes do tipo vicilina. 

Acreditamos que nossos resultados a este respeito terão um grande impacto nas 

áreas de estudo da interação inseto-planta.  

 

 

 



  52

6 – CONCLUSÕES 
 

6.1. As vicilinas estão presentes e com perfis diferentes na hemolinfa e no corpo 

gorduroso não só das larvas de C. maculatus que se alimentaram de sementes de 

V. unguiculata como também das larvas de Z. subfasciatus que se alimentaram de 

sementes de V. unguiculata e P. vulgaris; 

 

6.2. As vicilinas apresentam concentrações mais baixas na hemolinfa e no corpo 

gorduroso das larvas de Z. subfasciatus quando comparadas as larvas de C. 

maculatus; 

 

6.3. Durante o desenvolvimento das larvas de C. maculatus, as vicilinas além de 

estarem presentes, 14, 16, 18, 20, 22 e 24 dias após a ovoposição, elas apresentam 

perfis diferentes, aumentando sua concentração até o 16º dia e em seguida 

diminuindo;  

 

6.4. As vicilinas se apresentam em concentrações maiores no corpo gorduroso 

quando comparado a hemolinfa não só nas larvas de C. maculatus, mas também 

nas larvas de Z. subfasciatus; 

 

6.5. As vicilinas estão presentes nos insetos adultos machos e fêmeas de C. 

maculatus do 1º ao 10º dia após a emergência das sementes de V. unguiculata; 

 

6.6. A concentração das vicilinas é mais alta em insetos fêmea do que em insetos 

machos de C. maculatus;  

 

6.7. A concentração de vicilina é mais alta tanto em insetos machos quanto em 

insetos fêmea nos primeiros dias após a emergência das sementes de V. 

unguiculata, decrescendo nos dias subseqüentes; 

 

6.8. A concentração de vicilinas aumenta na hemolinfa e diminui no corpo 

gorduroso de C. maculatus com o aumento da umidade nas sementes de V. 

unguiculata. 
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