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RESUMO 

O transporte de proteínas através do epitélio intestinal dos insetos é 

ainda pouco conhecido. Há evidências de que vicilina, uma importante 

proteína de armazenamento de sementes do feijão-de-corda (Vigna 

unguiculata), é internalizada em larvas do bruquíneo Callosobruchus 

maculatus. Tem sido relatado que esta globulina de armazenamento 

interage com proteínas presentes nas membranas microvilares ao longo 

do trato digestivo das larvas. Na presente Tese, as vias celulares 

envolvidas na endocitose de vicilina em larvas do caruncho C. 

maculatus foram estudadas. Vicilina marcada com FITC (purificada a 

partir de sementes do feijão-de-corda) foi incorporada na dieta das larvas 

de C. maculatus na concentração fisiológica (0,5% m/m). O destino das 

globulinas marcadas ou não-marcadas foi monitorado por microscopia 

confocal, imunohistoquímica e Western blotting. A proteína microvilar 

de ligação à vicilina foi purificada usando cromatografia de afinidade em 

uma coluna de vicilina-Sepharose seguida por espectrometria de massa 

MALDI-TOF. A absorção de vicilinas é um caso de endocitose mediada 

por receptor. O receptor de vicilina foi purificado e mostrou uma elevada 

homologia com as proteínas da superfamília SEC14, principalmente a 

proteína transportadora de -tocoferol. Estas proteínas estão presentes 

no intestino das larvas nas microvilosidades das células epiteliais, 

associadas a vesículas de endocitose. Vesículas endocíticas e cisternas 

foram encontradas em toda a extensão das células epiteliais do intestino 

médio. O tipo de transcitose destas macromoléculas foi confirmado 

através da utilização de inibidores específicos da via endocítica mediada 

por clatrina ou via mediada por caveolina. Os inibidores filipina III, 

nistatina e wortmanina inibiram significativamente a endocitose de 

vicilina, sugerindo que a via endocítica é principalmente mediada por 

caveolina. Este trabalho mostrou que a transcitose de vicilina através das 

células do intestino médio de larvas do inseto C. maculatus é mediada 

por um membro da família SEC14 homóloga à proteína transportadora 

de -tocoferol. É possível sugerir que vicilina é internalizada por 

endocitose dependente majoritariamente por caveolina. Em relação à 

faseolina foi observada dificuldade de internalização pelas larvas de C. 

maculatus. Estas globulinas favoreceram a geração de espécies reativas 

de oxigênio, onde o aumento da peroxidação lipídica foi determinado 

pelo método TBARS e o uso de anticorpos anti malondialdeído e 4- 

hidroxinonenal. 

Palavras-chave: Endocitose; epitélio intestinal dos insetos; domínio 

CRAL-TRIO; proteína transportadora de -tocoferol. 





 

ABSTRACT 

The transport of proteins across the intestinal epithelium of insects is 

still little known. There is evidence that vicilin, a major storage protein 

of cowpea seeds (Vigna unguiculata), is internalized in larvae of the 

bruchid C. maculatus. It has been reported that this storage globulin 

interacts with proteins present in the microvillar membranes along the 

digestive tract of the larvae. In the present Thesis, the cellular routes 

involved in the endocytosis of vicilin in larval C. maculatus was 

investigated. FITC-labeled vicilin (purified from C. maculatus 

susceptible seeds of cowpea) were incorporated into the diet of the 

larvae at physiological concentration (0.5% m/m). The fate of labeled or 

non-labeled globulins was monitored by confocal microscopy, 

immunohistochemistry and western blotting. The microvillar vicilin-

binding protein was purified by using affinity chromatography on a 

vicilin-Sepharose column followed by MALDI-TOF mass spectrometry. 

The absorption of vicilins is a case of receptor-mediated endocytosis. 

The putative vicilin receptor was purified and showed high homology 

with proteins from the SEC14 superfamily. These proteins are present in 

the luminal surface of the midgut cell microvilli and inside these 

epithelial cells, associated to endocytic vesicles. Endocytic vesicles and 

cisternae were found throughout the extent of midgut epithelial cells. 

The type of transcytosis of these macromolecules was confirmed 

through the use of specific inhibitors of clathrin or caveolin-mediated 

pathways. The inhibitors filipin III, nystatin and wortmannin 

significantly inhibited the endocytosis of vicilin, suggesting that the 

endocytic pathway is mediate mainly by caveolin. In this Thesis it was 

shown that the transcytosis of vicilin through the midgut cells of larval 

C. maculatus is mediated by a member of the SEC14 family homologous 

to the α-tocopherol transfer protein. It is possible to suggest that vicilin 

is internalized by endocytosis dependent on caveolin. In relation to the 

phaseolin, it was observed difficulty of internalization by the larvae of 

C. maculatus. These globulins favor the generation of reactive oxygen 

species, where the increase of lipid peroxidation was determined by the 

TBARS method and the use of anti-malondialdehyde and 4-

hydroxynenal antibodies. 

Keywords: Endocytosis; insect midgut; CRAL-TRIO domain; α-

tocopherol transfer protein. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

No Brasil, entre os anos de 2015 e 2016, a área plantada de feijão 

foi de 2,8 milhões de hectares plantados (Conab). O Brasil atualmente 

ocupa a terceira posição no ranking de produtores de feijão mundial, 

ficando atrás da Índia e china, a produção brasileira de feijão chegou a 

3,05 milhões de toneladas na safra 2016/2017, significando um aumento 

expressivo na produção (Ministério da Agricultura, 2017).  O Brasil é de 

um dos principais produtores e consumidor do grão, sendo está 

leguminosa um produto com alta importância econômica e social no 

País, fonte principal de proteínas, vitaminas e sais minerais para 

população carente. A produção de feijão, há décadas é utilizada como 

alternativa econômica de exploração agrícola em pequenas propriedades 

e como atividade de ocupação de mão-de-obra menos qualificada nas 

diversas regiões rurais brasileiras. 

A cultura do feijão é bastante suscetível às condições climáticas, 

ainda o uso intensivo de inseticidas químicos favorece o aumento de 

pragas nas culturas, prejudicando a colheita. Com o aumento das pragas, 

o uso de inseticidas tem sido constante e muitas vezes indiscriminado, 

aumentando o custo e tornando o controle de pragas mais difícil e 

complexo. Quando o grão é armazenado de forma inadequada favorece a 

infestação por insetos pragas, como o inseto Callosobruchus maculatus, 

estes insetos se alimentam do interior do grão, prejudicando o poder 

germinativo da semente e aceitabilidade pelo consumidor. Quando estes 

insetos atacam essas sementes armazenadas podem produzir gerações 

em alguns dias, a espécie C. maculatus é conhecida por possuir um alto 

potencial biótico, uma vez que fêmeas adultas deste inseto podem 

realizar a ovoposição de até 80 ovos por dia e são áfagos.   

Desta forma, buscam-se consolidar estudos de proteínas ativas 

que atravessam a barreira intestinal dos insetos, como as vicilinas que 

são as principais proteínas de reserva da semente de vigna unguiculata e 

tornam-se importantes uma vez que tem sido descrito ser uma forma 

importante para atingir o meio interno dos insetos. Visando assim, a 

soma de esforços para minimização dos problemas ambientais, de saúde 

pública e agro-econômicos.  

1.2 INSETOS DA ORDEM COLEÓPTERA  
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Coleóptera é a maior ordem dos insetos, um número estimado 

entre 350.000 a 375.000 espécies descritas, os insetos que compõem essa 

ordem, são conhecidos por ter 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).  

Esse grupo é constituído por besouros, que se alimentam de 

sementes principalmente de leguminosas (Fabaceae), com importância 

econômica dentre as culturas estão feijões, ervilhas e soja. A espécie 

Callosobruchus maculatus (figura 1) do bem sucedido gênero 

Callosobruchus de brocas de sementes, originalmente restrita aos 

continentes africano e asiático está sempre presente em regiões tropicais 

e subtropicais de todo mundo pelo comércio de grãos (Soutghate, 1979). 

Estes pequenos besouros foram primeiramente descritos em 1775 por 

Fabricius e recentemente foram reclassificados, deixando a antiga 

família dos bruquídeos e passando a compor a família Crysomelidae, 

mais especificamente a subfamília Bruchinae. Sua origem atribuída ao 

velho mundo, provavelmente no continente africano, acredita-se que sua 

distribuição extensa e descontínua se deu através do transporte comercial 

dos grãos que a espécie ataca (Credland, 1987).  

A espécie ataca preferencialmente sementes secas e maduras de 

feijões azuki (Vigna angularis), mungo (Vigna radiata) e, 

preferencialmente o feijão de corda (Vigna unguiculata) tendo pouco ou 

nenhum sucesso em outras sementes de leguminosas (Jazen, 1971). O 

que mostra a complexidade da interação inseto – planta, dado que as 

sementes de leguminosas estão entre outros grãos mais bem defendidos 

quimicamente (Alexandre et al., 2011). Os coleópteros da família 

Chrysomelidae são as maiores pragas de legumes cultivados pelo fato de 

se desenvolverem no interior das sementes e consumirem as mesmas que 

são destinadas ao consumo humano (Soutghate, 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). 
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1.3 CALLOSOBRUCHUS MACULATUS (COLEOPTERA: 

CHRYSOMELIDAE: BRUCHINAE) 

A maioria das pragas que atacam as lavouras é de coleópteros, 

insetos adultos ou suas larvas. Já outras espécies destroem sementes de 

um imenso número de leguminosas (Southgate, 1979). Johnson em 1989 

fez um levantamento das relações de infestações de bruquídeos e 

diferentes espécies de plantas no campo constatando que os bruquíneos 

são importantes predadores de sementes de 35 famílias de plantas 

hospedeiras e, aproximadamente 85% das plantas hospedeiras 

registradas foram de leguminosas (Fabaceae).   

Figura 1 - Ciclo de vida do inseto Callosobruchus maculatus. A) Fêmea 

realizando a postura dos ovos; B) Larva de primeiro instar no interior do 

cotilédone da semente; C) Terceiro instar larval; D) Fase de pupa; E) 

Emergência do inseto adulto; F) Estágio larval G) Pupa; H) Inseto adulto. 

 
Fonte: Google. Acesso em 10 de fevereiro de 2017. 

As infestações por C. maculatus podem se iniciar no campo, as 

fêmeas põem em média, 80 ovos, os quais são depositados na superfície 

dos grãos. 

Após a eclosão, as larvas penetram nas sementes, onde se 

alimentam dos cotilédones formando galerias até puparem no seu 

interior. Além da perda de peso e do valor comercial dos grãos por causa 

das galerias provocadas pelas larvas, os carunchos diminuem 



26 

significativamente o poder germinativo das sementes (Quintela et al., 

1991). 

Espécimes da espécie C. maculatus só se alimentam e crescem no 

interior das sementes de feijões. Já os adultos podem ser mantidos sem 

se alimentar ou ingerir água, por isto são chamados insetos áfagos. Seu 

tempo de vida é relativamente curto, aproximadamente de duas a três 

semanas, dependendo das condições climáticas, passando boa parte 

desse tempo acasalando-se e realizando a postura de ovos nos feijões. 

Nas zonas tropicais do Oeste da África e no Nordeste brasileiro, o 

caruncho C. maculatus se desenvolve em sementes de espécies 

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

(Leguminosa) (Figura 2). 

Figura 2- Vigna unguiculata (Leguminosa) feijão de corda. 

 
Fonte: <https:www.google.com.br/vignaunguiculata> acesso em 26 fevereiro de 

2016.  

Esses pequenos besouros estabeleceram uma relação muito 

estreita com as leguminosas, sendo que cerca de 84% das espécies de 

bruquíneos se desenvolvem unicamente no interior de sementes de 

leguminosas. Para se desenvolverem em tantas diferentes espécies de 

leguminosas, algumas das 

quais ricas em compostos extremamente tóxicos, as larvas desses 

insetos desenvolveram múltiplas vias de detoxificação. Não por acaso, 

as relações entre bruquíneos e sementes de leguminosas são muito 

exploradas em estudos ecológicos. Das cerca de 1700 espécies incluídas 
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na subfamília Bruchinae, aproximadamente 30 espécies se adaptaram a 

atacar sementes estocadas pelo homem. 

A espécie C. maculatus vem se tornando uma espécie modelo em 

diversos estudos ecológicos como, por exemplo, em estudos de conflito 

sexual e de adaptação a proteínas de defesa vegetais. Com relação à 

história dos estudos das bases bioquímicas das relações entre plantas e 

insetos herbívoros, C. maculatus vem tendo uma participação de 

destaque. O primeiro trabalho a sugerir a participação de uma proteína 

no mecanismo de defesa de uma planta a um inseto em particular 

envolveu as sementes de V. unguiculata e as larvas de C. maculatus 

(Gatehouse et al., 1979). 

1.4 PROTEÍNAS DE RESERVA (GLOBULINAS 7S) 

O feijão-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) é uma cultura de 

destaque nas regiões Norte e Nordeste do Brasil e tem amplo significado 

social, constituindo-se em um dos principais alimentos protéicos e 

energéticos da população brasileira. Em alguns estados, como exemplo 

Roraima, seu cultivo representa papel importante não só na subsistência 

dos agricultores, mas também como produto de valor comercial, sendo 

vendido para consumo tanto seco como verde, o que possibilita ao 

agricultor um período maior de venda (Menezes et al., 2007). 

As vicilinas 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 que constituem 25% do peso seco 

destas sementes      (Müntz et al., 1986). 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 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 globulinas representam 

entre 50 a 90% de toda a proteína encontrada nos grãos de leguminosa, 

sendo assim, a proteína de reserva majoritária (Utsumi, 1992). 
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Figura 3 - Estrutura tridimensional da vicilina de Vigna unguiculata. 

Demonstração dos trímeros com subunidades entre 45 e 70 KDa. 

 
Fonte: <https;//www.google.com.br/vicilina> Acesso em março de 2016. 

Já há algum tempo certas proteínas como as vicilinas e faseolina, 

têm sido consideradas como parte do arsenal químico da defesa de 

diversas plantas, em especial quando se trata da defesa de sementes. 

Como durante essa fase da vida da planta os indivíduos são vulneráveis e 

injúrias podem ser potencialmente mortais, muitas sementes acumulam 

um coquetel de substâncias potencialmente tóxicas para evitar o mínimo 

dano provocado por animais.  

As vicilinas são codificadas por um grande número de genes 

(Shewry et al., 1995) e as porções N-terminal das sequências 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 foram 

identificadas por cristalografia de raios-X (Figura 3) confirmando a 

simetria da molécula e a disposição das subunidades no trímero (Ng et 

al., 1993). Há tempos estudos vêm sugerindo que vicilinas (7s) 

encontradas em diferentes sementes de leguminosas apresentam genes 

ancestrais comuns, onde algumas propriedades se mostram similares, 

como é o caso da sequência de aminoácidos, N- terminal e atividade 
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biológica são decorrentes de uma evolução genética convergente (Geptes 

et al. 2005; Argos et al. 1985). 

 Essas 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; Oliveira et al., 2014). 

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

completamente esclarecido, mas já foram levantados questionamentos de 

que vicilinas se ligariam à quitina (Yunes et al. 1998; Sales et al., 2001). 

Isso levou a hipótese de que estas proteínas do feijão - de - corda e 

outras leguminosas podem se ligar fortemente a várias estruturas 

contendo quitina (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). Estas informações contribuíram para a 

idéia da participação das vicilinas no mecanismo de defesa das 

sementes, em adição à função de reserva protéica. 

Na natureza, as sementes de leguminosas estão dentre as mais 

tóxicas, o que é compreensível, devido ao fato de que elas acumulam 

muitos nutrientes, principalmente proteínas e amido, além de vitaminas e 

minerais. Algumas dessas sementes possuem coloração aposemática e se 

expõe em frutos deiscentes. Poucos são os animais capazes de explorar 

esse nicho ao mesmo tão rico em nutrientes e tão protegido 

quimicamente. Somente um grupo restrito e especializado de besouros se 

adaptou a predar sementes de leguminosas de forma extensiva e 

sistemática, um grupo bastante evoluído dentro da família 

Chrysomelidae, que são os Bruchinae. 

Entre as sementes mais utilizadas para alimentação humana estão 

às pertencentes ao gênero Phaseolus e Vigna. Os Grãos obtidos a partir 

das leguminosas representam a segunda colocação na produção mundial 

de alimentos, sendo que esses fornecem proteínas em quantidade e 

qualidade necessárias a alimentação humana (Lourenço, 2000; Duranti 

et al. 2006).  

A faseolina é uma proteína de reserva, assim como a vicilina, mas 

está presente apenas nas sementes do feijoeiro P. vulgaris. Também 

pertencente à família de proteínas globulinas 7S, consiste numa estrutura 

trimérica mista, contendo domínios em α-hélice e β-barril. Sementes do 

gênero Phaseolus se caracterizam por apresentar uma superfamília de 

proteínas potencialmente tóxicas que englobam inibidores de α-amilases, 

lectinas e arcelinas. Trabalhos clássicos demonstraram que inibidores de 

α-amilases são particularmente tóxicos para bruquídeos pragas do velho 

mundo, como o já citado C. maculatus, além das espécies 
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Callosobruchus chinensis e Bruchus pisorum (Ishimoto & Chrispeels, 

1996). 

Figura 4 - Gênero Phaseolus (Leguminosa) feijão carioquinha, feijão preto, 

feijão marrom. 

 
Fonte: <https:www.google.com.br/phaseolusvulgaris> acesso em 11 janeiro de 

2017.  

1.5 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 

tecidos internos. A transferência de proteínas inteiras cruzando o sistema 

digestório para o interior do sistema circulatório de mamíferos foi pela 

primeira vez descrita no ano de 1936 (Verzár & McDougall, 1936). As 

macromoléculas podem ser transportadas ao outro lado do intestino por 

transcitose (Figura 5), um processo complexo em que a macromolécula é 

internalizada em um ponto da membrana plasmática da célula, dentro de 

vesículas, para ser transportada para dentro do citoplasma, indo de volta 

para a membrana plasmática do lado oposto desta mesma célula. Quando 

internalizada, as vesículas contendo a proteína são transportadas 

seguindo uma sequência de eventos intracelulares complexos que 

permitem a fusão desta proteína em compartimentos celulares 
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específicos.   A transcitose é descrita como um mecanismo de transporte 

ativo, modulado por um número de passos intracelulares específicos 

(Apodaca, 2001), que é usado por organismos multicelulares para mover 

seletivamente um determinado material que cruzará dois ambientes 

separados.  

O transporte de proteínas que cruzam o epitélio intestinal em 

mamíferos tem sido investigado há décadas (Okamoto, 1998; Apodaca, 

2001; Tuma & Hubbard, 2003). Mamíferos neonatos, logo 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). Quando comparado aos mamíferos, 

ainda muito pouco é sabido sobre a absorção de proteínas inteiras que 

cruzam o epitélio do intestino dos insetos. Nestes animais, o transporte 

através do epitélio de macromoléculas não tem recebido grande 

importância, apesar da relevância de estudos voltados para esta área ter 

grande expressão no controle biológico dos insetos. Um dos primeiros 

pesquisadores a demonstrar a passagem de proteínas intactas que cruzam 

o sistema digestivo dos insetos foi Wigglesworth ainda no ano de 1943. 

O autor descobriu que uma pequena quantidade de hemoglobina ingerida 

foi absorvida e cruzou o intestino de Rhodnius prolixus (Hemiptera: 

Rediviidae) em direção à hemolinfa (Wigglesworth, 1943). 

Nos últimos anos tem se mostrado a capacidade de algumas 

proteínas e peptídeos, atingir o meio interno, através do epitélio 

intestinal de insetos sendo considerado um método promissor para a 

interiorização de substâncias tóxicas na hemocele (Casartelli et al., 2005; 

Jeffers & Roe, 2008; Fiandra et al., 2009). Algumas lectinas mostraram-

se capaz de atravessar o epitélio intestinal de insetos (Casartelli et al., 

2005; Fitches et al., 2001; Powell et al., 1998), sendo utilizadas como 

uma proteína de fusão recombinante com peptídeos entomotóxicos 

(Fitches et al., 2002). Alguns estudos demonstraram a possibilidade de 

absorção, internalização e ação de moléculas de proteínas em órgãos 

internos, dos insetos, além de ser um processo importante, é comum 

nestes animais. No ano de 2000 Paes e colaboradores demonstraram, que 

proteínas tóxicas a bruquídeos, como as arcelinas, não somente se ligam 

à parede do intestino, mas são também encontradas nos órgãos internos 

das larvas de Z. subfasciatus. O feijão P. vulgaris, conhecido como 

feijão preto ou comum, contém uma família de proteínas chamadas 

arcelinas, que é comprovadamente tóxica para as larvas da espécie Z. 

subfasciatus, as arcelinas do tipo 1 encontradas nessas sementes causam 

um retardo no crescimento dessas larvas, pois, promovem uma alteração 

na estrutura do intestino médio e  penetram para o interior da hemolinfa. 
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Uchôa et al. 2006, 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. 

Figura 5 - Representação esquemática da transcitose de macromoléculas 

cruzando o epitélio intestinal na direção do meio interno. Macromolécula em 

roxo, logo após a formação de uma vesícula seguindo a fusão dessas vesículas 

para formação de endossomo na cor azul. O processo é finalizando com 

transcitose da macromolécula representada na cor vermelha sendo liberada na 

superfície basolateral. 

 
Fonte: <https: //www.google.com.br/ transcitose> Acesso em março de 2016. 

1.6 ABSORÇÃO DE VICILINAS E A RESISTÊNCIA A 

CARUNCHOS 

A história da busca por alvos na fisiologia digestiva de larvas de 

bruquídeos que pudessem ser explorados para fins de controle começou 

ainda, no final da década de 70 quando Gatehouse et al. (1979) 

publicaram dados sugerindo que inibidores de tripsina conferiam 

resistência a sementes de V. unguiculata contra o C. maculatus. Embora 
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essa proposição tenha posteriormente se mostrado equivocada (Xavier-

Filho et al., 1989 e Zhu et al., 1994), isso estimulou a pesquisa sobre as 

proteinases digestivas desses insetos, culminando até o final da década 

de 80 e meados da década de 90 com o bom volume de conhecimento da 

natureza e ocorrência das proteinases digestivas das larvas dos 

carunchos pragas de feijões (Gatehouse et al., 1985;  Silva e Xavier-

filho, 1991). Ficou evidente por estes trabalhos, que as larvas de 

bruquídeos utilizam principalmente de proteinases cisteínicas e 

aspárticas para digestão de proteínas, não sendo afetadas por inibidores 

de proteinases serínicas. 

Em uma série de trabalhos, na sua maioria durante a década de 

80, o grupo do Prof. Kitamura demonstrou que o inibidor de -amilase 

encontrado em sementes do feijão P. vulgaris era o responsável pela 

resistência desse feijão a carunchos do gênero Callosobruchus (Ishimoto 

e Kitamura, 1989). Apesar de divergências na literatura que sugeriam 

que a resistência seria devida à presença de lectina nessas sementes 

(Janzen et al., Gatehouse et al., 1984), no início da década de 90, um 

grupo japonês (Huesing et al., 1991) continuava afirmando a eficácia de 

inibidores de -amilases em conferir resistência a espécies de 

bruquídeos que ficou ainda melhor estabelecida com a produção de 

sementes transgênicas, como no caso de ervilhas que se tornaram 

resistentes a seu bruquídeo praga Bruchus pisorum (Shade et al., 1994; 

Schoeder et al., 1995). Com relação à participação de proteínas de defesa 

na resistência de sementes de leguminosas a bruquideos, novamente C. 

maculatus tem um papel importante do desenvolvimento desses estudos. 

Como C. maculatus não consegue se desenvolver nas sementes do feijão 

comum Phaseolus vulgaris, essa relação C. maculatus – P. vulgaris foi e 

ainda tem sido extensivamente estudada.  

Além disso, algumas sementes de V. unguiculata já se mostravam 

sensíveis ao C. maculatus, mesmo possuindo uma grande quantidade de 

inibidores de tripsina. A resistência de genótipos africanos resistentes a 

C. maculatus foi depois comprovada ser associada à ocorrência de 

formas variantes das proteínas de reserva vicilinas (Macedo et al., 1993). 

A capacidade de toxicidade das vicilinas variantes também foi 

relacionada à resistência da proteólise e com sua afinidade de ligação ao 

intestino médio das larvas de C. maculatus (Sales et al., 1992; Macedo et 

al., 1993). Posteriormente, trabalhos demonstraram que as vicilinas em 

geral tinham capacidade de se ligar na superfície das membranas 

microvilares das células do intestino médio das larvas (Sales et al., 



34 

2001), por possuírem capacidade de se ligar a quitina (Sales et al., 1996, 

Firmino et al., 1996). 

Sales e colaboradores em 2001 propuseram que o mecanismo de 

resistência associado à vicilina seria a presença de quitina nas células do 

intestino médio das larvas. Foi demonstrado, através de imunomarcação, 

que os anticorpos utilizados evidenciavam a presença de quitina e 

vicilina, principalmente na área apical das células do intestino médio das 

larvas. Sendo que mais tarde descobriu-se que o transporte de vicilinas 

para a hemolinfa de larvas de C. maculatus poderia ser mediado por 

receptores encontrados em microvilosidades do epitélio intestinal 

(Uchôa et al., 2006). Estas proteínas estão presentes no conteúdo luminal 

das larvas, em microvilosidades do epitélio intestinal e no interior das 

células epiteliais, com formato muito semelhante a vesículas endocíticas, 

sendo facilmente encontradas em toda a extensão das células do epitélio 

intestinal. Assim, foi possível rever dados e analisar os resultados 

publicados em 2001 por Sales e colaboradores, onde se concluiu que as 

marcações encontradas por eles no ápice das células do intestino médio 

das larvas eram vicilinas ligadas aos prováveis receptores presentes nas 

membranas das microvilosidades como descrito por Uchôa e 

colaboradores em 2006 (Oliveira et al., 2014). 

Em 2011 Shahidi-Noghabi e colaboradores, descreveram que 

lectinas quiméricas (RIPs) podem ser internalizados em cultura de 

células CF-203 de Sambucus nigra através de vias endocíticas 

semelhantes.  

1.7 DOMÍNIO CRAL-TRIO 

O domínio CRAL-TRIO é um domínio estrutural proteico que 

liga a moléculas lipofílicas pequenas. Este domínio tem o seu nome em 

função da proteína de ligação ao retinaldeído celular (CRALBP) e do 

fator de troca de guanina TRIO. Nas proteínas transportadoras de α-

tocoferol está presente o domínio CRAL- TRIO. A proteína CRALB 

transporta 11-cis-retinol ou 11-cis-retinaldeído. Modula a interação de 

retinóides com enzimas do ciclo visual. O TRIO está envolvido na 

coordenação da remodelação da actina, que é necessária para a migração 

e crescimento celular (Panagabko et al., 2003). É encontrado em 

proteínas de ativação como a GTPase (gaps), fatores de troca de 

nucleotídeos de guanina (GEFs) e uma família de proteínas de ligação 

com ligante hidrofóbicos. O domínio pode constituir tanto toda a 

proteína ou apenas parte dela, tem uma região de ligação ao ligante N-

terminal dentro de um domínio de uma família maior de proteínas 
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SEC14 – (elemento de sequência celular). A estrutura contém várias alfa 

hélices, bem como uma folha beta composto de 6 cadeias. (Figura 6) 

(Smith et al., 2015). Na estrutura presente o bolso hidrofóbico para a 

ligação de lipídios, que desempenham um importante papel no transporte 

dos α-tocoferóis (Horiguchi et al., 2003). 

Smith et. al, 2015, encontraram vários aminoácidos nos genes 

contendo o domínio CRAL-TRIO altamente conservados em insetos. 

Pesquisas no GenBank produziram 43 proteínas preditas na Família de 

domínios CRAL-TRIO de B. mori, 12 de D. melanogaster, 14 de A. 

gambiae e 18 de T. castaneum,  6 de A. mellifera.  

Figura 6 - Modelo da estrutura tridimensional e conservação do domínio SEC14 

em insetos. A estrutura tridimensional da proteína é composta por alternados de 

α-hélices e folhas β, (Smith et. al, 2015). 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 

O tráfego intracelular de ligantes hidrofóbicos é muitas vezes 

mediado por proteínas de ligação específicas. O domínio CRAL-TRIO é 

comum a várias proteínas de ligação de lipídeos, incluindo a CRALBP 

(Proteína celular ligadora de retinaldeído), e a proteína transportadora de 

α-tocoferol (α-TTP) (Panagabko et al., 2003).  Katoh encontrou genes da 

família SEC14 em número considerável no tecido cerebral de mamífero, 

contendo vesículas revestidas por clatrina, sugerindo que estas tenham 

sua origem a partir do complexo de Golgi formando a principal proteína 
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de transporte pela via do sistema de secreção de endossomos/ lisossomos 

(Katoh et al., 2009). 

Sabe-se, que a importação de proteínas específicas para uma 

célula, pode ser efetuada através da ligação de proteínas a receptores 

presentes na membrana citoplasmática, posteriormente estas são 

incluídas em vesículas. Sendo, este processo denominado uma 

endocitose mediada por receptor, caso essa endocitose não ocorra de 

forma eficiente pode acarretar em uma série de implicações biológicas 

para o organismo, pois, esta é uma forma de enviar metabólitos 

essências para as células.  

Endocitose é um processo celular básico que é utilizado pelas 

células para internalizar uma variedade de moléculas (Mayor; Pagano, 

2007). Macromoléculas e grandes estruturas entram nas células por 

endocitose, a qual é definida como invaginação de uma porção da 

membrana plasmática contendo proteínas e lipídeos, e ligantes 

extracelulares e/ou moléculas solúveis. Já íons e pequenas moléculas, 

como aminoácidos e açúcares, podem atravessar a membrana através de 

canais. Diferentes tipos de endocitose foram descritos, diferindo no 

tamanho da vesícula endocítica, tamanho da “carga” e do mecanismo de 

formação da vesícula. Isto inclui fagocitose, macropinocitose, endocitose 

mediada por clatrina, endocitose mediada por caveolina e endocitose 

independente de clatrina e caveolina (Cossart, 2006). A endocitose 

independente de clatrina e caveolina pode ocorrer através das CLICs 

(Clathrin and dynamin independent carriers), que é uma vesícula 

independente de clatrina e dinamina, derivada da membrana plasmática.     

Algumas vias podem apresentar rotas por compartimento intermediário, 

como os caveossomos ou endossomo precoce (Pagano, 2007), ou por 

proteína rica em glicosilfosfatidilinositol (GEEC – glycosyl 

phosphatidylinositol-anchored protein enriched early endosomal 

compartments). 

As células sentem o ambiente e comunicam-se um com outro, 

através da ativação induzida pelo ligante de sinalização de receptores na 

superfície da célula. Receptores de sinalização, são semelhantes a outras 

proteínas da membrana plasmática de formas integrais, introduzem a via 

endocítica e são classificados em diversos compartimentos endossomais. 

A endocitose regula a sinalização celular mais simplesmente por 

controle do número de receptores disponíveis para ativação na 

membrana plasmática, e a ativação de receptores ou a jusante de efetores 

que frequentemente estimulam a endocitose mediada por receptor 

(Sorkin et al., 2009;). A endocitose mediada por receptores de 

sinalização é estimulada através da ativação induzida pelo ligante. 
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A via endocítica apresenta várias rotas entre a membrana 

plasmática, endossomo, lisossomo e complexo de Golgi. Assim, logo 

depois da internalização, as vesículas de transporte ligadas à membrana 

fundem-se com o endossomo precoce, enquanto que os ligantes 

internalizados, como proteínas e lipídeos de membrana retornam para a 

membrana, ou são transportados para o endossomo tardio e lisossomo 

para a degradação final (Alberts et al. 2010). 
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2. JUSTIFICATIVA 

Compreender como proteínas ativas atravessam a barreira 

intestinal dos insetos, como é o caso das vicilinas, visto que 

constituem uma importante estratégia para atingir o meio interno dos 

insetos. As leguminosas são a principal fonte de proteínas, fibras e 

sais minerais (especialmente ferro), para a população mundial. A sua 

produção ocorre em praticamente todos os continentes do globo, 

com especial importância para indivíduos com menor poder 

aquisitivo e limitado acesso a fontes protéicas de origem animal. Por 

serem alimentos completos, os grãos de leguminosas são atacados 

por diversas espécies de inseto-praga, dentre eles os carunchos 

Callosobruchus maculatus. 

A Organização das Nações Unidas para a Agricultura e 

Alimentação, estima que a população mundial deverá dobrar até 2040. 

Com isso, a produção de alimentos deve acompanhar o consumo. Desta 

forma, a melhor maneira de garantir a ascensão na agricultura é buscar 

alternativas através de meios tecnológicos e biotecnológicos, como o 

melhoramento genético das espécies. Garantindo assim, a preservação de 

solos e gerando um menor custo ao agricultor com a aplicação de 

insumos como adubos, inseticidas e fertilizantes que prejudicam o meio 

ambiente. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVOS GERAIS 

Investigar o mecanismo de internalização e antibiose de proteínas 

de reserva dos feijões Vigna unguiculata (vicilina) e Phaseolus vulgaris 

(faseolina) através do epitélio intestinal das larvas do caruncho 

Callosobruchus maculatus.  

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

Descrever a rota de internalização das vicilinas, com ênfase na 

transcitose no epitélio intestinal das larvas de C. maculatus. 

Avaliação de inibidores sobre a rota de endocitose das vicilinas 

mediada por clatrina e/ou caveolina. 

Elucidar a localização intracelular e os mecanismos envolvidos 

na internalização da faseolina. 

Purificação dos receptores de membrana de vicilina.  

Identificação do receptor para vicilina. 

Estabelecimento de uma abordagem ex vivo para o estudo da 

endocitose de vicilinas no epitélio intestinal de larvas de C. 

maculatus. 
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4. METODOLOGIA 

4.1 COLÔNIA DE INSETOS 

Neste estudo foram utilizadas larvas obtidas da colônia de insetos do 

laboratório de Bioquímica de Insetos da UFSC. As colônias de 

Callosobruchus maculatus são mantidas em sementes de V. unguiculata, 

previamente desinfestadas por congelamento a -20 C de qualquer 

infestação anterior de campo. Estas são preservadas numa câmara 

incubadora a uma temperatura de 29 1 oC e umidade relativa de 70%.  

4.2 PREPARAÇÕES DE MICROVILOSIDADES  

Para o preparo de frações enriquecidas em membranas de 

microvilosidades do epitélio intestinal das larvas de C. maculatus, mil 

(1000) intestinos foram homogeneizados com auxílio de Potter-

Helvehjem em tampão Tris–HCl 2 mM, manitol 50 mM, pH7.1, e 

dobrado seu volume com CaCl2 20 mM para a obtenção de uma 

concentração final de 10mM. Essa mistura foi preservada em banho de 

gelo por 10 min Logo após este período, as amostras foram 

centrifugadas a 2800 g durante 15 min a uma temperatura de 40 C. O 

sobrenadante desse homogeneizado foi centrifugado novamente a 15.500 

g durante 15 min. à temperatura de 40 C e o sedimento final obtido nesta 

centrifugação está enriquecido em microvilosidades. 

4.3 PURIFICAÇÃO DO RECEPTOR 

Após preparação das microvilosidades estas foram extraídas por 

incubação da fração de membrana com Triton X-100 (10 mg de Triton 

X-100/mg proteína) durante 12horas a 40C. Posteriormente, a mistura foi 

centrifugada a 10.000 g durante 5 min. a 40C. O sobrenadante foi 

aplicado em uma coluna de afinidade vicilina-Sepharose (0,75 cm de 

diâmetro e 3,0 cm de altura), equilibrada com tampão 50mM Tris-HCl, 

pH 8.0 com 0,1% de Triton X-100. As proteínas não-adsorvidas foram 

eluídas com o tampão de equilíbrio, enquanto as proteínas adsorvidas 

foram eluídas em dois passos, o primeiro usando-se uma solução de 

250mM NaCl com  0,1%  de Triton X-100 e o segundo passo usando 0,1 

M  de ácido acético pH 8.0 com 0,1% de Triton X-100. Frações de 1,2 

mL foram recolhidas e utilizadas para as determinações de proteínas e 

eletroforese.  
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4.4 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA  

As proteínas foram separas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida contendo SDS (Läemmli, 1970). Foram utilizadas placas 

de vidro de tamanho 8 x 10 cm e espaçadores de 1,0 mm. O gel de 

separação de acrilamida de 12 % foi preparado misturando-se: 4,0 mL de 

solução acrilamida-bisacrilamida (30:0,8), 3,3 mL de água destilada, 2,5 

mL de tampão 1,5 M Tris/HCl, pH 8.8, 0,1 mL de SDS 10 %, 0,1 mL de 

persulfato de amônio 10 % (APS), 0,004 mL de TEMED, obtendo-se um 

volume final de 10 mL. O gel de aplicação (“stacking”) foi preparado 

misturando-se: 2,1 mL de água destilada, 0,5 mL de acrilamida-

bisacrilamida 30 %, 0,38 mL de tampão 1,0 M Tris-HCl pH 6.8, 0,03 

mL de SDS 10 %, 0,03 mL de persulfato de amônio 10 % (APS), e 

0,003 mL de  TEMED, obtendo-se um volume final de 3 mL. O tampão 

de corrida utilizado na cuba de eletroforese foi o tampão 25 mM Tris, 

glicina 192 mM e SDS 0,1 %, pH 8.3. As amostras foram dissolvidas em 

tampão de amostra (0,5M Tris-HCl pH 6.8 contendo água destilada, 

glicerol 10%, SDS 10 %, 2--mercapto-etanol e 1 % de azul de 

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

50 V até a linha de frente do corante atingir o gel de separação, então 

elevada até 150 V constantes durante aproximadamente 2 horas. Após a 

corrida, o gel foi corado com Coomasie blue R e, para melhor 

visualização das bandas, com nitrato de prata. Foram utilizados como 

marcadores de massa molecular: BSA (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), 

anidrase carbônica (29 kDa), tripsinogênio (24 kDa), β-lactoglobulina 

(18 kDa) e lisozima (14 kDa). 

4.5 ESPECTOMETRIA DE MASSAS (MALDI-TOF) 

O gel SDS-PAGE 12% com as amostras eluídas na coluna de 

cromatografia de afinidade vicilina-Sepharose, foi corado com Coomasie 

blue e as bandas recortadas com auxilio de uma ponteira colocados em 

tubos tipo Eppendorf. Para descoloração das bandas foi preparada uma 

solução contendo 50% de acetonitrila em 25 mM de bicarbonato de 

amônio, as bandas foram deixadas nessa solução até ficarem totalmente 

descoradas. Posteriormente, foi feita a desidratação usando acetonitrila 

pura colocado as amostras no vácuo até que ficassem secas. Seguindo, 

pela digestão com tripsina onde a concentração final da enzima 10 

µg/mL em 25 mM de bicarbonato de amônio pH 8.0, incubou-se no 

escuro a 370 C durante 12 horas. Após para a extração dos polipeptídeos, 

foi utilizado uma solução contendo 50% de acetonitrila e 5% TFA (ácido 
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trifluoroácetico) mantidos sobre agitação por 30 minutos. Após o tempo 

citado, foi recolhido o sobrenadante e repetido este passo por mais duas 

vezes, ao final desta etapa acumulou-se um volume de 150 µL, sendo 

estes novamente colocados no vácuo para secar. Para a aplicação das 

amostras na placa de MALDI foi recolhido 1 µL de amostra mais 1 μL 

da matriz, sendo então misturados os 2 µL e, após secagem a 

temperatura ambiente, a placa foi encaminhada ao espectrômetro de 

massa.  

4.6 WESTERN BLOTTING 

As proteínas foram eletro transferidas dos géis de poliacrilamida 

para membranas de nitrocelulose de acordo com a metodologia descrita 

por Towbin et al. (1979). Após a transferência as membranas foram 

bloqueadas por 2 horas à temperatura ambiente em tampão PBS (136 

mM NaCl, 30 mM KCl, 15 mM KH2PO4 e 0,1M de Na2HPO4, 8mM 

7H2O), contendo 2 % de leite em pó desnatado. Após o bloqueio as 

membranas foram incubadas com anticorpo policlonal anti proteína 

transportadora de alfa tocoferol (SIGMA) (1:2000) em tampão 

bloqueador por 10 horas à temperatura de 40C.  As membranas foram 

lavadas com PBS por 6 vezes (10 minutos cada) e incubadas com 

anticorpo secundário anti-IgG de coelho conjugado a peroxidase (HRP) 

(1:2000), em tampão bloqueador, por 1 hora e 30 minutos. Passado o 

período de incubação, as membranas foram lavadas com tampão PBS 

por 6 vezes (10 minutos cada) e a revelação foi feita por DAB 

(Diaminobenzidina): 100 uL de Tris/HCl 2 M pH 7,5, 5 mg de corante 

DAB, 0,3 mL de imidazol, 4,9 mL de água destilada e  5 uL de H2O2. As 

membranas foram deixadas em contato com a solução reveladora por um 

período de 10 minutos ou até que as bordas das membranas ficassem 

escurecidas. Para parar a reação as membranas foram lavadas com água 

destilada.  

4.7 MARCAÇÃO DE VICILINA COM FITC (ISOTIOCIANATO DE 

FLUORESCEÍNA) 

FITC foi covalentemente incorporado a vicilinas de V. 

unguiculata. FITC (50 mg em 1 mL de dimetil sulfóxido anidro) sendo 

imediatamente diluído em tampão bicarbonato 0,75 M, pH 9.5 antes do 

uso. Após a adição de FITC com uma razão de 1 mg por mg de vicilina, 

o frasco usado foi revestido por papel alumínio, incubado 

constantemente sob movimento rotacional à temperatura ambiente por 



46 

uma hora. O FITC não incorporado em vicilina foi removido por diálise 

contra água destilada. A solução resultante foi liofilizada para posterior 

utilização. 

4.8 ALIMENTAÇÃO DE LARVAS COM VICILINAS 

Para acompanhar o destino da vicilina da semente de V. 

unguiculata marcada com FITC, as larvas do inseto C. maculatus foram 

alimentadas por um período de 24h. A proteína vicilina foi inserida e 

compactada no interior de cápsulas de gelatina com o auxílio de espátulas 

e bastões de vidro. As larvas retiradas de sementes de V. unguiculata 

foram transferidas no início do segundo e quarto instar (quando as larvas 

estão ativamente consumindo sua dieta) para cápsulas de gelatina. As 

larvas foram transferidas para uma cavidade produzida na massa 

compactada de farinha em cada metade da cápsula, na proporção de duas 

larvas por cápsula. Em seguida, as duas metades foram cuidadosamente 

encaixadas de forma a permitir os movimentos necessários para a 

alimentação das larvas. Controles foram utilizados para avaliar o padrão 

normal de absorção de vicilinas por órgãos internos, onde amido foi 

misturado com a farinha de sementes de V. unguiculata na concentração 

de 5% (m/m). Após o período de alimentação (24h), as larvas foram 

dissecadas e usadas para os experimentos de “Western blotting” e 

microscopia confocal. 

4.9 MICROTOMIA (CRIOSTATO)  

Após alimentação das larvas, estas foram transferidas para 

soluções de sacarose em diferentes concentrações. Nesta etapa as 

amostras passaram por três banhos de sacarose. O primeiro banho 

ocorreu em uma solução 5% de sacarose (m/m) e o segundo banho em 

uma solução 15% de sacarose (m/m), onde permaneceram por 3h em 

cada um dos banhos. No terceiro e último banho, as amostras foram 

submetidas à imersão em uma solução de sacarose 30% (m/m) onde 

permaneceram por 18h. Após os banhos de sacarose, as amostras foram 

encaminhadas ao Criostato Leica (Modelo CM1850). As larvas foram 

colocadas em seus respectivos blocos e preenchidas com a resina Tissue-

Tek por 1h(-200C), na proporção de 2 larvas por bloco. Os cortes foram 

obtidos em lâminas para visualização em microscopia de fluorescência. 
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5. MICROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA 

As amostras obtidas através da montagem de lâminas com cortes 

realizados no criostato e outras lâminas contendo os epitélios imersos na 

solução com os inibidores e as vicilinas marcadas foram encaminhadas 

para microscopia de fluorescência. Foi utilizado o microscópio Olympus 

(modelo BX-61) e microscopia de confocal. Para visualização das 

amostras foi utilizado um comprimento de onda de 495nm para 

excitação e 521nm para emissão. Desta forma foi possível obter imagens 

fluorescentes das larvas inteiras, epitélio e corpo gorduroso. 

5.1 IMUNOMARCAÇÃO (IMUNOGOLD)  

As larvas de 3° instar foram dissecadas em fixador glutaraldeído 

0,3% em tampão fosfato (Sorensen) 0,1M, pH 7,4 na presença de 

paraformoldeído 4%, onde o intestino médio das larvas foi removido de 

forma intacta e permaneceram por um período de duas horas. Após 

fixação, as amostras passaram por 5 lavagens de 20 minutos cada em 

tampão fosfato 0,1M, pH 7,4 a 4º C. Os intestinos, depois de lavados, 

foram desidratados em banho de álcool, sendo 70% por 10 minutos, 95% 

por 15 minutos e dois banhos de álcool 100% por 10 minutos.  As 

amostras fixadas e desidratadas, estas foram embebidas em resina LR 

White onde permaneceram por 12 horas. No dia seguinte estas foram 

emblocadas em resina LR White recém-preparada em cápsulas de 

gelatina por 72 horas a 58º C.  

5.2 ESTUDO DA ROTA ENDOCÍTICA  

Foram dissecados 72 intestinos de larvas de C. maculatus no 30 

instar, na presença de solução salina 250mM, sendo preservados os 

epitélios livres de conteúdo luminal. Estes epitélios (5 epitélios para 

cada um dos inibidores) foram incubados em presença ou ausência de 

inibidores individuais por 30 minutos, logo após foi adicionada vicilina 

purificada da semente de V. unguiculata marcada com FITC na 

concentração de 120nM e incubado por 3 horas. Os inibidores foram 

preparados em solução salina tamponada com fosfato, e utilizados nas 

concentrações mais altas possíveis sem causar prejuízos às células do 

epitélio intestinal (Shahnaz et al., 2011). Para avaliar a rota de 

endocitose mediada por clatrina utilizou-se clorpromazina na 

concentração 10μM e óxido de fenilarsina 6μM. Já para avaliação da 

rota de endocitose mediada por caveolina foi utilizado inibidores 
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nistatina na concentração 15 μM, filipina 4μM  e wortmanina 0,1 μM. 

Foram realizados marcações com DAPI (4',6-diamidino - 2 - fenilindole 

dicloridrato) na proporção 1:10.000. 

5.3 QUANTIFICAÇÕES DE VICILINA FLUORESCENTE NAS 

VESÍCULAS ENDOCITICAS  

Neste experimento, buscou-se mensurar a quantidade de vicilina 

(marcada com FITC) dentro das vesículas endociticas. Dissecou-se 72 

epitélios das larvas de C. maculatus, sendo 12 para cada um dos 

inibidores e 12 para o controle, estes epitélios ficaram durante 30 

minutos em contato com os inibidores e após acrescentou-se vicilina na 

concentração 120nM  incubando-se durante 3h. Estes foram 

homogeneizados e centrifugados por 30 minutos a 40C, coletado-se o 

sobrenadante. Ao sedimento foi acrescentado Triton X-100 e incubado 

por 8h na temperatura de 40C, após esse período as amostras foram 

congeladas e descongeladas por um período overnight, sendo este último 

passo repetido por duas vezes. Após foi coletado o sobrenadante e 

acrescentado com a primeira centrifugação, as leituras mensuradas no 

scanner a laser FLA -3000. 

5.4 QUANTIFICAÇÃO DA INTENSIDADE DE FITC 

A intensidade dos pixels foi realizada através do software ImageJ 

(release1.43) com as imagens obtidas por microscopia confocal (Leica 

DMI 6000B). Sendo utilizadas as configurações de energia do laser e 

aquisição idêntica para facilitar a mensuração de fluorescência. A 

densidade de pixel médio de imagens foi medida por Leica Application 

Suite (LAS AF LITE) software a uma profundidade de 8 bits. A área 

delimita em cada célula foi de 418,657 µm2 um total de 50 células 

independentes foram mensuradas.  DAPI, núcleos foram observados 

com laser 405nm (azul) o comprimento de onda com excitação e 

emissão de 510 a 566nm. A fluorescência das vicilinas marcadas com 

FITC foi observada a um comprimento de onda de excitação 492 nm 

(ultravioleta) e emissão de 521 nm.   

5.5 IMUNOHISTOQUÍMICA  

Depois de realizados os cortes em criostato das larvas alimentadas 

com vicilina purificada e marcada com FITC, as lâminas contendo os 

cortes foram bloqueadas por 30 minutos à temperatura ambiente no 
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tampão PBS (136 mM NaCl, 30 mM KCl, 15 mM KH2PO4 ,0,1mM 

Na2HPO4, 8 mM 7H2O), contendo 5 % de leite em pó desnatado. Após o 

bloqueio os cortes foram marcados com caneta hidrofóbica, incubados 

com anticorpo primário anti a proteína transportadora de alfa tocoferol 

produzido em coelho (1:2000) em câmara úmida por 12 horas à 

temperatura de 40C.  Após foram lavados com PBS 3 X (5 minutos cada) 

e incubadas com anticorpo secundário anti-IgG  de cabra marcado com 

rodamina conjugado  peroxidase (HRP) (1:5000), em tampão 

bloqueador, por 1 hora e 30 minutos. Passado o período de incubação, as 

lâminas foram coradas com DAPI (4 ' , 6 - diamidino - 2 - fenilindole 

dicloridrato)  de 1 a 3 minutos na proporção 1:10.000, lavadas com 

tampão PBS por 3 vezes. Em seguida a montagem das lâminas com 

glicerina tamponada e observadas em microscopia confocal.  

5.6 ANÁLISE DOS NÍVEIS DE PERÓXIDOS TOTAIS E DE 

PEROXIDAÇÃO LIPÍDICA  

Os produtos finais da peroxidação lipídica foram estimados pelo 

método de TBARS, como um índice de peroxidação lipídica, com 

algumas modificações. Larvas do inseto C. maculatus foram pré- 

tratados com faseolina e vicilina purificadas durante 24 horas (12 larvas 

para cada alimentação). Após esse período foram removidos os 

intestinos. Utilizou-se também epitélios das larvas de C. maculatus 

removidos inteiros e expostos a sulfato ferroso de amônio na 

concentração de 30μm durante 30 minutos (controle positivo). As 

concentrações de proteínas foram normalizadas para 3μg/ml. Os 

epitélios foram homogeneizados em tampão Tris/HCl 100mM pH 

7.4(proporção 1:10), centrifugados durante 10 minutos a 2500 r. p .m. a 

4 0C, o sobrenadante foi utilizado para fazer o método. Uma alíquota 

(100 μl) da amostra foi adicionada a 1 ml de solução contendo 400 μl de 

tampão ácido acético 1,3 M/HCl, 0,27 M, pH 3.4, 400 μl TBA 0,8% e 

200 μl de SDS 8,1%. A mistura foi incubada a 95 °C por 60 minutos. A 

reação de malondialdeído (MDA) com o ácido tiobarbitúrico (TBA) 

produz um cromóforo que pode ser medido fotometricamente a 532nm. 

Para o trabalho, foi utilizada a análise de variância de 2 vias com 

interação, seguido do teste post hoc de Duncan. As diferenças foram 

consideradas significativas quando p < 0,05. Os testes foram realizados 

em triplicatas. 



50 

5.7 DOT BLOT 

Após alimentação das larvas do inseto C. maculatus com as 

proteínas purificadas faseolina e vicilina, uma concentrações de 3μg/mL 

de proteína foi aplicada em membrana de nitrocelulose e deixado secar 

em temperatura ambiente. Em seguida a membrana foi ativada com 

metanol durante dois minutos, lavada com TBS-T (2 min.); Os locais 

não específicos foram bloqueados por imersão em BSA 5% (m/v) em 

TBS-T durante 1 hora; lavada com TBS-T (3x 2min); Incubada com 

anticorpo primário HNE (4-hydroxy-2-nonenal 1:3000 dissolvido em 

BSA / TBS-T) e MDA (malondialdeído 1:4000 dissolvido em BSA / 

TBS-T) por 12 horas; lavada com TBS-T (3x 5min); Incubada com 

anticorpo secundário conjugado (1:1000) durante 1 hora; lavada com 

TBS-T (3x 5min). As membranas foram então incubadas com reagente 

ECL por 1 min. e fotografadas no fotodocumentador CHEMIDOC MP. 

5.8 ANÁLISE DA VIABILIDADE MITOCONDRIAL 

A viabilidade mitocondrial foi medida através do método da 

redução do sal MTT (methylthiazolyldiphenil-tetrazolium) por 

mitocôndrias viáveis (Mosmann, 1983). Após o tratamento com 

faseolina e vicilina purificada e o sulfato ferroso, as células do epitélio 

intestinal foram incubadas com MTT 0,5 mg/ml em HEPES-SALINA 

por 30 min a 37°C. O formazan foi então solubilizado em 500 μL de 

DMSO e lido em 550 nm. 

5.9 IDENTIFICAÇÃO DAS PROTEÍNAS  

As sequências de aminoácidos das proteínas obtidas a partir das 

microvilosidades intestinais de C. maculatus e isoladas através da 

cromatografia de afinidade em coluna de vicilina-Sepharose 

apresentaram 99% de similaridade com uma proteína de Drosophila 

yakuba, sendo está a proteína transportadora de α-tocoferol. Então, 

buscou-se por sequências homólogas de proteínas e de nucleotídeos nas 

bases de dados do NCBI.  Esta etapa do trabalho foi realizada com o 

auxílio do programa BLASTP. O programa MEGA3 foi utilizado para 

fazer o alinhamento múltiplo das sequências de nucleotídeos. A edição 

manual deste alinhamento foi feita tendo como referências os 

alinhamentos múltiplos realizados nos programas ClustalW.  
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6. MODELAGEM POR HOMOLOGIA  

Para este estudo foi utilizado Swiss-Model e SwissDock, 

servidores automatizados na Web, de modelagem por homologia, 

baseado no Instituto Suíço de Bioinformática. O qual foi submetido à 

sequência de aminoácidos e recebido outra de volta, automaticamente, 

sendo a estrutura com o ligante. Para validação do modelo gerado foi 

utilizada a plataforma online 

http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php, a qual foi 

encaminhado o arquivo PDB gerado através do Swiss–Model, obtendo 

assim um gráfico de Ramachandran. 
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7. RESULTADOS 

7.1 ESTUDO DA ENDOCITOSE DE VICILINAS NO CARUNCHO 

CALLOSOBRUCHUS MACULATUS 

7.1.1 Endocitose de vicilinas das sementes de Vigna unguiculata em 

larvas do caruncho Callosobruchus maculatus. 

Com o propósito de acompanhar a localização da proteína vicilina 

purificada e marcada com FITC ingerida pelas larvas de C. maculatus, 

as larvas foram transferidas diretamente das sementes de V. unguiculata 

para sementes artificiais contendo a proteína purificada (vicilina). Após 

o período de 24h de alimentação, as larvas foram preparadas e 

realizaram-se cortes em criostato para a observação em microscopia 

confocal. As observações realizadas em diversos cortes confirmaram que 

tanto as larvas de segundo instar (quando as larvas começam a ingerir o 

cotilédone) quanto as larvas de quarto instar (quando as larvas alcançam 

o máximo de ingestão do cotilédone) absorvem a proteína marcada, 

como revelado pela intensa fluorescência observada nas células tanto do 

epitélio intestinal quanto nas células do corpo gorduroso. Também pode 

ser observada a ocorrência de vesículas no interior dessas células 

epiteliais (Figura 7). 

Figura 7 - Corte em criostato das larvas de C. maculatus alimentadas com a 

vicilina purificada marcada com FITC, demonstração do epitélio intestinal. A) 

Larva de 20 instar; B) Larva do 40 instar.   A internalização da vicilina é 

observada através da fluorescência em verde tanto no epitélio intestinal como no 

corpo gorduroso; EP- Epitélio intestinal; FB- Corpo gorduroso; S- Grânulo de 

amido; L- Lúmen; V- vesículas. 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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7.1.2 Endocitose em isolados intestinais ex vivo do inseto 

Callosobruchus maculatus. 

Na Figura 8 pode-se observar a ocorrência de estruturas 

vesiculares verdes sugerindo a internalização da proteína vicilina 

(marcada com FITC) em células do epitélio intestinal do caruncho C. 

maculatus, quando o tecido foi incubado ex vivo com a proteína 

marcada. A formação de vesículas contendo esta proteína marcada no 

interior das células sugere que a mesma está sendo internalizada por 

meio de endocitose. 

Figura 8 – Microscopia confocal demonstrado a internalização do complexo 

vicilina-FITC na forma de vesículas endocíticas no citoplasma das células o 

epitélio intestinal das larvas de Callosobruchus maculatus. Preparações a fresco 

de epitélios intestinais foram incubadas com vicilina marcada com FITC na 

concentração de 120 nM em tampão PBS pH 7.2 por 3 horas antes da 

observação e documentação em microscópio confocal. Núcleos corados com 

DAPI. N= núcleo; V= vesículas endociticas. 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 

Usando microscopia confocal foi demonstrada a influência do 
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tempo de incubação na endocitose de vicilinas. Um mesmo campo de 

observação foi escolhido e observado, sendo a fluorescência 

internalizada registrada. O aparecimento de vesículas ocorreu entre os 

primeiros 15 e 30 minutos, aumentando consideravelmente com o passar 

do tempo, sugerindo que ocorre uma passagem das proteínas (vicilinas) 

que estão em solução para o interior das células epiteliais, resultando na 

formação dessas vesículas (Figura 9). 

Figura 9 – Curso temporal das vicilinas endocitadas. A internalização das 

proteínas marcadas com FITC foi registrado no tempo zero min até 75 min por 

microscopia confocal. As setas indicam o surgimento das vesículas no epitélio 

intestinal. Barra 50µm. 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 

Como forma de estabelecer a viabilidade celular nos 

experimentos onde os epitélios intestinais foram mantidos ex vivo, 

quantificou-se através da redução do sal coloração amarela e 

hidrossolúvel a formazan, um sal de coloração arroxeada e insolúvel em 

água através da atividade enzimática encontrada em mitocôndrias 

viáveis. Dessa forma, a redução do sal amarelo a formazan, é 

diretamente proporcional à atividade mitocondrial e à viabilidade 

celular. Confirmou-se assim, que os isolados intestinais das larvas de C. 

maculatus estavam viáveis no período de tempo dos ensaios realizados 

nesta Tese.  
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Figura 10 - Viabilidade celular dos  isolados intestinais da larva de C.maculatus. 

(Método MTT). 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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8. PURIFICAÇÃO E IDENTIFICAÇÃO DO RECEPTOR DE 

VICILINA, OBTIDO ATRAVÉS DE CROMATOGRAFIA DE 

AFINIDADE VICILINA-SEPHAROSE. 

8.1 PURIFICAÇÃO DO RECEPTOR POR CROMATOGRAFIA DE 

AFINIDADE. 

Os resultados obtidos nos experimentos anteriores reforçaram a 

hipótese da presença de um receptor que estaria presente nas membranas 

intestinais das larvas do inseto C. maculatus. Para confirmar está 

hipótese, utilizou-se uma coluna de afinidade onde vicilina foi 

imobilizada em resina Sepharose. Proteínas de microvilosidades de 

membrana que foram extraídas com o uso do detergente Triton X-100 

foram aplicadas à coluna de afinidade vicilina-Sepharose. As proteínas 

das microvilosidades de membrana que apresentaram afinidade pela 

vicilina foram eluídas sequencialmente pelo aumento da força iônica 

com o aumento na concentração de NaCl e pelo abaixamento do pH com 

a adição de ácido acético na fase móvel (Figura 11). As frações 

coletadas foram utilizadas para a análise de eletroforese, determinações 

de proteínas e identificação das bandas de interesse por espectrometria 

de massas (Figura 12). 
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Figura 11 - Perfil de eluição das proteínas de microvilosidades intestinais das 

larvas de Callosobruchus maculatus em coluna de vicilina-Sepharose. As 

proteínas foram obtidas a partir da extração das proteínas microvilares com o 

detergente Triton X-100 e posteriormente submetidas ao fracionamento por 

cromatografia de afinidade em coluna vicilina-Sepharose. P1= Eluição com 

50mM Tris-HCl, pH 8.0 com 0,1% Triton X-100; P2= Eluição com 250mM 

NaCl, pH 8.0 com 0,1% Triton X-100; P3= fração eluída com solução de ácido 

acético 0,1M contendo Triton X-100 0,1%, pH 8.0. 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 

As proteínas isoladas na cromatografia foram avaliadas através do 

perfil eletroforético em SDS-PAGE 12% revelado por colaração com 

nitrato de prata (Figura 12). Observaram-se proteínas de tamanhos entre 

35 KDa e 45 KDa. Na Figura 12, em P1, observam-se as proteínas que 

não ficaram retidas na coluna, demonstrando não ter afinidade pela 

vicilina. Nas raias P2 e P3 temos os perfis proteicos das frações que 

apresentaram afinidade com a vicilina imobilizada e que foram 

respectivamente eluídas com NaCl (fração P2) e ácido acético (fração 

P3). 
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Figura 12 - Análise de proteínas em gel de eletroforese (SDS-PAGE 12%) 

corado com nitrato de prata das frações eluídas da croamtofgrafia de afinidade 

em coluna de viclina-Sepharose. P1,  Primeira fração eluida com o tampão de 

equilíbrio; P2, fração eluida com a adição de NaCl; P3, Fração eluida com ácido 

acético.  

 
Fonte:  

8.2 ANÁLISE DA ESPECTOMETRIA DE MASSAS DA PROTÉINA 

PRESENTE NAS MICROVILOSIDADES INTESTINAIS DO 

CARUNCHO CALLOSOBRUCHUS MACULATUS.  

Para identificar as proteínas que foram retidas na cromatografia 

de afinidade, foram recortadas as duas bandas de 35 kD e 45 kDa 

presentes nas frações P2 e P3 das raias dos géis de SDS-PAGE 

representadas na Figura 12 e analisadas através da identificação das 
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massas geradas para os peptídeos trípticos (espectometria de massas). O 

resultado foi analisado no banco de dados da plataforma Mascot através 

do recurso “Peptide Mass Fingerprint”, o qual forneceu escores 

comparando o espectro gerado com os espectros teóricos de sequências 

de proteínas depositadas em bancos de dados como o GenBank do NCBI 

e o Uniprot. 

As sequências de aminoácidos obtidos a partir das 

microvilosidades intestinais de C. maculatus apresentou 99% de 

similaridade com a proteína de Drosophila yakuba. Então, fez-se um 

alinhamento da sequência de aminoácidos inferida da proteína isolada do 

inseto C. maculatus com outras 7 sequências já existentes no banco de 

dados do NCBI (Figura 13), pelos seguintes acessos: XP_002098463.1; 

XP_002104589.1; XP_001982108.1; NP_651174. 2; XP_004517789.1; 

XP_001999976.1; XP_001851205.1. O programa utilizado foi 

CLUSTAL W. O alinhamento estrutural indica que a proteína isolada de 

C. maculatus compartilha aminoácidos conservados pertencente à 

família SEC14, tendo como assinatura o domínio CRAL-TRIO. Este 

resultado, sugere que essa proteína isolada do C. maculatus é comum 

dentro do grupo de dípteros e coleópteros 
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Figura 13 - Alinhamento das sequências de proteínas da superfamília SEC14.  Drosophila yakuba, Callosobruchus maculatus, 

Drosophila simulans, Drosophila erecta, Drosophila melanogaster, Tribolium casteneum, Drosophila mojavensis, Oryctes 

borbonicus. Os aminoácidos estão coloridos seguindo quatro tipos: ácido, azul; básico, cor de rosa; hidrofóbico, vermelho; 

hidrofílico, verde. * significa que as sequências são idênticas naquela posição; = indicam substituições conservativas; . 

substituições semi- conservativas. Destaque para sequência de aminoácidos idênticos. 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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Realizou-se a predição da estrutura terciária da proteína de 

interesse (Figura 15A) através das ferramentas computacionais: SWISS-

MODEL (https://swissmodel.expasy.org), SwissDock 

http://www.swissdock.ch/docking) e Phyre2 (http://www.rcsb.org/). Tal 

aplicação foi capaz de modelar a proteína de interesse com base na 

estrutura cristalizada do transportador de α-tocoferol humano (Meier et 

al., 2003). A fim de garantir a qualidade estereoquímica do modelo foi 

construído o gráfico de Ramachandran (Figura 15B), assim foram 

definidos os resíduos que se encontram nas regiões energicamente mais 

favoráveis e desfavoráveis, orientando a avaliação da qualidade do 

modelo teórico. 

Figura 14 – Modelagem da estrutura da proteína presente nas microvilosidades 

intestinais de Callosobruchus maculatus. Painel A) O modelo foi baseado na 

estrutura do transportador de α- tocoferol humano, o ligante é α-tocoferol (ZIND 

ID 5921400). A imagem 3D foi criada utilizando-se o programa Phyre2. Painel 

B) Gráfico de Ramachandran, em azul forte (sinalizado por pontos pretos) 

representa a concentração de aminoácidos em regiões mais favoráveis (Gráfico 

criado em: http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php). 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 

8.3 VALIDAÇÃO DA PROTEÍNA TRANSPORTADORA DE Α-

TOCOFEROL COMO O RECEPTOR DE VICILINA 

Dado o alto grau de conservação da proteína identificada nas 

microvilosidades do inseto C. maculatus, adquiriu-se um anticorpo 

https://swissmodel.expasy.org/
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comercial policlonal (Sigma). Este sendo contra a proteína 

transportadora de α-tocoferol, produzido em coelhos para reconhecer a 

proteína transportadora de α-tocoferol em humanos. Assim, realizou-se 

imunodetecção através da técnica “Western blotting”, mostrando que 

este anticorpo comercial foi capaz de reconhecer a proteína microvilar 

de C. maculatus capaz de se ligar à vicilina (Figura 16C).  

Figura 15 - Análise da interação das proteínas eluídas da coluna de afinidade 

vicilina-Sepharose com o complexo vicilina-FITC, com o anticorpo anti 

proteína transportadora de -tocoferol e com a mistura do complexo vicilina-

FITC mais -tocoferol. A) Frações purificadas em cromatografia de afinidade 

vicilina-sepharose em SDS – PAGE 12 % corados com nitrato prata; B) Frações 

purificadas em cromatografia de afinidade vicilina-sepharose incubadas em 

tampão PBS com o complexo vicilina-FITC; C) Western blotting das frações 

purificadas em cromatografia de afinidade vicilina-sepharose, utilizando 

anticorpo anti proteína transportadora de α-tocoferol; D) Frações purificadas em 

cromatografia de afinidade vicilina-sepharose incubados por 1h em tampão PBS 

com -tocoferol seguido por incubação com vicilina purificada marcada com 

FITC, demonstrado a inibição da ligação da vicilina às proteínas microvilares. 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 

Com a finalidade de testar o comprometimento da ligação da 

vicilina a proteína isolada na cromatografia, reproduziu-se o 

experimento utilizando os isolados intestinais ex-vivo. Inicialmente os 

epitélios foram pré-incubados na presença do anticorpo anti proteína 

transportadora de α-tocoferol por 30 minutos, seguido por incubação 

com vicilina-FITC durante 3 horas. Foi demonstrado através da 

fluorescência internalizada pelas células intestinais, o comprometimento 

na absorção da vicilina, quando estas foram pré-incubadas com o 

anticorpo anti proteína transportadora de -tocoferol (Figura 17). 
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Figura 16 - Inibição da endocitose de vicilina na presença do anticorpo anti 

proteína transportadora de -tocoferol. Epitélio intestinal de larvas de 

Callosobruchus maculatus pré-incubados com anticorpo anti proteína 

transportadora de α-tocoferol durante 30 minutos. Após, incubados em presença 

de vicilina marcada com FITC na concentração de 120nM por 3h. Os dados 

foram analisados por análise de variância (P<0,001).  

 
Fonte: Elaborado pela autora. 

As larvas de C. maculatus foram alimentadas com a proteína 

purificada da semente de V. unguiculata (vicilina) marcada com FITC, 

depois de realizados os cortes em criostato estes foram preparados para 

imunohistoquímica. Primeiramente foram incubados os cortes com 

anticorpo anti proteína transportadora de α-tocoferol e posteriormente 

com anticorpo secundário marcado com rodamina. Dessa forma, foi 

possível observar a co-localização da proteína transportadora de alfa 

tocoferol, já que a vicilina estava marcada com FITC. Essa co-

localização é observada nas cores amarela e ou vermelha alaranjada, 

tanto nas células do epitélio intestinal como no corpo gorduroso.  
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Figura 17- Co-localização de vicilina e a proteína transportadora de -tocoferol 

através de imunohistoquimica. Cortes em criostato da larva inteira de 

Callosobruchus maculatus alimentada com proteína purificada da semente de 

Vigna unguiculata marcada com FITC. A) Corpo gorduroso; B e C) Maior 

intensidade de fluorescência no corpo gorduroso, co-localização do anticorpo 

anti proteína transportadora de α-tocoferol com a vicilina; D) Corte com campo 

claro, co-localização do anticorpo anti a proteína transportadora de α-tocoferol; 

FB (corpo gorduroso); L (lúmen); C (cutícula); EP (epitélio intestinal). 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 

A partir dos resultados obtidos com as observações dos cortes de 

larvas inteiras e não dissecadas com o emprego de criostato e 

microscopia confocal, foi possível observar a formação de vesículas no 

corpo gorduroso e no epitélio intestinal das larvas alimentadas com 

vicilina marcada com FITC. Com isso, foi realizado imunomarcação 

com anticorpo anti proteína transportadora de α-tocoferol para obtenção 

de imagens em nível ultra-estrutural do epitélio intestinal das larvas. Os 

resultados mostram que há o reconhecimento pelo anticorpo anti 

proteína transportadora de -tocoferol da proteína presente nas 

microvilosidades dos enterócitos (Figura 19). 
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Figura 18 - Imunolocalização de proteínas reconhecidas pelo anticorpo anti 

proteína transportadora de -tocoferol. Nos paineis A e B encontram-se 

micrografias obtidas por microscopia eletrônica de transmissão em cortes do 

epitélio intestinal da larva de Callosobruchus maculatus alimentada com vicilina 

purificada. As setas indicam as marcações nas microvilosidades onde a proteína 

microvilar foi reconhecida pelo anticorpo anti proteína transportadora de -

tocoferol. 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 

8.4 CARACTERIZAÇÃO DA ROTA ENDOCÍTICA DA VICILINA  

Sabe-se, que a maioria das vesículas que brotam da membrana 

tem uma capa de proteína, ou seja, essas vesículas são revestidas por 

uma proteína, observou-se nos experimentos realizados que as vesículas 

do epitélio intestinal das larvas de C. maculatus são revestidas por 

caveolina. Quando as preparações desses epitélios foram incubadas com 

inibidores, estes responsáveis por inibir a rota endocítica mediada por 

clatrina e caveolina observaram-se inibições apenas nas drogas que 

medeiam a rota por caveolina (Figura 19). Quando comparados os 

efeitos dos inibidores duas principais rotas endocíticas, torna-se evidente 

a formação de vesículas nos epitélios incubados com os inibidores de 

endocitose mediada por catrina, sugerindo que essa rota não é 

majoritária na internalização de vicilina (Figura 20). 
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Figura 19 - Inibição da endocitose de vicilinas em células do epitélio intestinal 

de das larvas do inseto C. maculatus. Microscopia confocal demonstrando 

fluorescência em verde ligada à superfície celular dos epitélios, pré-incubados 

durante 30 min. com inibidores da rota de endocitose mediada por caveolina e 

3h com vicilina marcada com FITC.   A) Nistatina 15µM ; B) Filipina III 4μM; 

D) Wortmanina 1μM. N= Núcleos corados com DAPI. Barras 50 μm.  

 
Fonte: Elaborado pela autora. 

Figura 20 - Endocitose de vicilinas em células do epitélio intestinal de 

Callosobruchus maculatus na presença de inibidores da rota mediada por 

clatrina. Microscopia confocal demonstrando fluorescência em verde no 

citoplasma celular do epitélio da larva do inseto Callosobruchus maculatus, pré-

incubado durante 30 min com inibidores da rota de endocitose mediada por 

clatrina e 3h com a vicilina marcada com FITC. A) Clorpromazina 10 µM; B) 

Óxido de phenylarsina 6 µM. N= núcleos corados com DAPI; V= Vesículas 

endociticas com vicilina purificada marcada com FITC. Barras 50 μm.  

 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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8.4.1 Efeito dos inibidores sobre a endocitose de vicilina em epitélios 

ex-vivo do caruncho Callosobruchus maculatus 

As vicilinas endocitadas foram medidas através da quantidade de 

fluorescência internalizada (Figura 19 e 20). Os resultados de 

quantificação da intensidade de fluorescência confirmaram que as 

concentrações de vicilina esta mais enriquecida nas frações onde estão 

os inibidores da rota mediada por clatrina (Figura 21 sinalizados por **), 

uma vez que a internalização da vicilina foi maior nesses epitélios. 

Entretanto, foi observada uma diminuição nos epitélios incubados com 

inibidores da rota mediada por caveolina (***), evidenciado assim, a 

inibição na internalização das vicilinas quando esta tem bloqueada a 

atuação da proteína caveolina que a auxilia a formação das vesículas 

para serem endocitadas.  

Figura 21 - Efeito de inibidores das rotas endocíticas na internalização de 

vicilina em epitélios intestinais incubados com o complexo vicilina-FITC. 

Epitélios intestinais das larvas de Callosobruchus maculatus foram pré-

incubados com inibidores por 30 minutos e depois incubados em presença de 

vicilina marcada com FITC na concentração de 120nM por 3h.  Cada tratamento 

foi realizado com três repetições independentes. Os dados foram analisados por 

análise de variância ANOVA (*p>0,001; ***p<0,001), em seguida, analisados 

separadamente por um teste post hoc Tukey. P= 0,05. As leituras foram 

mensuradas no fluorímetro. 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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8.5 MECANISMOS DA FASEOLINA COMO AGENTE LIMITANTE 

NA CAPACIDADE DO INSETO CALLOSOBRUCHUS MACULATUS 

EM ABSORVER ANTIOXIDANTES. 

8.5.1 Microscopia de Fluorescência 

8.5.2 Quantificação da intensidade de fluorescência nos epitélios 

intestinais incubados com o complexo vicilina-FITC 

Analisando-se os dados da Figura 22, verifica-se diferença 

significativa nos valores de fluorescência presente no intestino das larvas 

alimentadas com faseolina e vicilina, onde se vê uma maior intensidade 

de fluorescência na presença de faseolina. Na Figura 23B é possível 

observar nas células intestinais uma maior quantidade de faseolina 

quando comparada a Figura 23A, que mostra o epitélio intestinal das 

larvas alimentadas com vicilina, corroborando com as quantificações em 

PIXELS.  

Figura 22 - Quantificação da intensidade de pixels das imagens (FITC).  Média 

da intensidade no total de 50 células independentes. Os valores da linha de 

células do epitélio intestinal (faseolina) a linha de vicilina (controle). **, P <0, 

001. Quantificações realizadas em epitélio intestinal das larvas de C. maculatus 

ex-vivo. 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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Figura 23 - Células do epitélio intestinal de larvas do caruncho Callosobruchus 

maculatus. No painel A células após o tratamento com vicilina/FITC; Painel B 

células após tratamento com faseolina/FITC. N = Núcleo; V = Vicilina; F = 

Faseolina. 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 

Animais expostos a um pulso de alimentação de 24 horas, 

contendo as proteínas purificadas faseolina e vicilina - FITC 

demonstraram alterações em relação à passagem destas proteínas pelo 

epitélio intestinal. Na Figura 25A observa-se o conteúdo luminal sem 

vestígios da proteína vicilina–FITC, nota-se uma concentração maior da 

proteína localizada no corpo gorduroso desses animais. Na Figura 25B 

onde as larvas foram alimentadas com faseolina-FITC, é observado uma 

concentração elevada no lúmen e nas células do epitélio intestinal, sendo 

quase imperceptível a presença de faseolina no corpo gorduroso das 

larvas de C. maculatus alimentadas com faseolina - FITC. Os dados 

estatísticos corroboram com as imagens obtidas em confocal, pois foi 

observado um aumento na concentração de vicilina nas células do corpo 

gorduroso dos animais alimentados por 24h com vicilina purificada – 

FITC (Figura 25), e uma diminuição daqueles que foram alimentados 

com faseolina – FITC.  
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Figura 24 - Corte em criostato da larva inteira do caruncho Callosobruchus 

maculatus. Na figura A larva alimentada com vicilina purificada marcada com 

FITC; B Larva alimentada com faseolina purificada marcada com FITC. FB = 

corpo gorduroso; L = lúmen; E = epitélio. 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 

Figura 25 - Níveis dos complexos faseolina e vicilina - FITC em células do 

corpo gorduroso do caruncho Callosobruchus maculatus. Larvas do 30 instar 

alimentadas por 24h com as proteínas purificadas faseolina e vicilina – FITC.   A 

média da intensidade no total de 30 animais independentes. Os valores da linha 

de células do corpo gorduroso são indicados em relação à linha de controle. 

Letras diferentes indicam diferenças significativas (p<0,005, ANOVA de uma 

via seguido por teste post hoc de Duncan). Quantificações realizadas com 

valores obtidos pelo scanner a laser FLA3000. C.G = corpo gorduroso. 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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8.5.3 Efeitos da faseolina sobre marcadores de estresse oxidativo 

Para medir possíveis efeitos das globulinas sobre a geração de um 

cenário pró-oxidativo, marcadores de dano oxidativo a lipídios foram 

medidos através do método de TBARS. Os níveis de peroxidação 

lipídica aumentaram após 24 horas de alimentação das larvas de C. 

maculatus com faseolina purificada, mas nenhuma alteração foi 

observada no grupo controle, onde as larvas foram alimentadas com 

vicilina (Figura 26). Os resultados demonstram que os níveis de 

peróxidos também aumentaram quando os epitélios intestinais foram 

expostos ao sulfato ferroso (FeSO4) por 30 min. 

Figura 26 - Marcadores bioquímicos de estresse oxidativo em Larvas do inseto 

Callosobruchus maculatus. Larvas expostas a faseolina por 24 horas e epitélios 

inteiros expostos a Sulfato Ferroso de Amônio 30μm durante 30 minutos. 

Peroxidação lipídica medida pelo método de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS). Letras diferentes indicam diferenças significativas 

(p<0,005, ANOVA de uma via seguido por teste post hoc de Tukey).  

 
Fonte: Elaborado pela autora. 

Como meio de confirmar a presença de marcadores bioquímicos 

atuando sobre a peroxidação lipídica das larvas do caruncho C. 

maculatus alimentadas com faseolina e vicilina, foi utilizado o método 

qualitativo dot-blot (Figura 27). O mesmo padrão de estresse oxidativo 

foi observado nas larvas que foram alimentadas com faseolina. A 

oxidação lipídica se demonstrou elevada, tal qual a indução de estresse 

oxidativo induzida nas células do epitélio intestinal com sulfato ferroso 

(FeSO4) no gráfico acima. 
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Figura 27 - Reconhecimento pelos anticorpos de marcadores da peroxidação 

lipídica. A) Larvas do inseto Callosobruchus maculatus foram pré- tratadas com 

faseolina e vicilina purificadas durante 24 horas. Após esse período foram 

removidos os intestinos. As concentrações de proteínas foram normalizadas para 

3μg/ml. A peroxidação lipídica foi medida pelo método Tbars. B) 

Reconhecimento de marcadores bioquímicos da peroxidação lipídica, anticorpos 

HNE (4- hidroxinonenal) e MDA (malondialdeído). Para o trabalho, foi 

utilizada Teste de student, as diferenças foram consideradas significativas 

quando p < 0,05.   

 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 

8.5.4 Viabilidade celular 

Diversos trabalhos mostram que a atividade das enzimas 

antioxidantes se correlaciona com uma maior resistência ou 
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vulnerabilidade a oxidantes (Dringen; Pawlowski; Hirrlinger, 2005). 

Desta forma, avaliamos a viabilidade celular dos epitélios intestinais 

expostos a faseolina (Figura 29), vicilina e sulfato ferroso (FeSO4) 

utilizado como indutor de estresse oxidativo. Nenhum dos tratamentos 

demonstrou toxicidade às células do epitélio intestinal, apresentado 

cerca de 60% de viabilidade celular.  

Figura 29 - Viabilidade celular de epitélios intestinais das larvas de C. 

maculatus expostos a vicilina (controle), faseolina e sulfato ferroso (FeSO4). O 

tempo de incubação com os compostos por 30 min. Após esse tempo foi 

analisado a viabilidade celular através da redução do MTT, como descrito em 

Materiais e Métodos. Barras representam porcentagem em relação ao grupo 

controle. (Análise de variância de uma via seguida pelo teste post hoc de 

Tukey). 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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9. DISCUSSÃO 

9.1 ENDOCITOSE DE PROTEÍNAS INTACTAS ATRAVÉS DO 

EPITÉLIO INTESTINAL DE INSETOS DA ESPÉCIE 

CALLOSOBRUCHUS MACULATUS.  

O mecanismo de proteínas que atravessam o epitélio intestinal em 

insetos, ainda tem sido pouco estudado, isso comparado a outros 

animais, como os mamíferos. Desde a década de 30, já está 

documentado a passagem de proteínas como anticorpos, através do 

colostro materno para a corrente sanguínea do recém nascido (Verzar; 

McDougall, 1936).  Em insetos, a absorção de proteínas inteiras 

presentes na dieta ficou conhecida no início século passado, quando uma 

pequena parte da hemoglobina presente no sangue ingerido pelo barbeiro 

R. prolixus cruzou o epitélio intestinal e foi encontrado na hemolinfa do 

inseto (Wigglesworth, 1943). A absorção de proteínas através do epitélio 

intestinal de insetos, recentemente passou a documentada em maior 

volume, em pelo menos oito ordens de insetos hematófagos e fitófagos 

(Jeffers & Roe, 2008).  

Um dos estudos mais completos descritos até o momento mostra a 

absorção de uréase da amoreira, proteína da dieta das larvas de B. mori, 

bicho da seda, durante a passagem do último instar larval para a fase de 

pupa o inseto absorve seletivamente a urease de sua dieta. A urease é 

utilizada como reforço para a libertação de amônia, a partir do qual o 

nitrogênio é utilizado para a síntese de aminoácidos a serem 

incorporados na proteína da seda (fibroína), o principal componente dos 

casulos (Hirayama et al., 1997, 1999, Sugimura et al., 2001;. Kurahashi 

et al., 2005). A enzima urease é transportada através do epitélio 

intestinal, mantendo a sua atividade catalítica, mas com a sua mobilidade 

eletroforética alterada (Kurahashi et al., 2005).  

Outro exemplo conhecido da vantagem da captação de uma 

proteína da dieta é a absorção de vicilinas pelas larvas do bruquídeo C. 

maculatus. Neste caso, ao contrário do que é observado nas larvas de B. 

mori, as moléculas de vicilina são absorvidas a partir do início do 

desenvolvimento larval e estende-se através de todas as fases larvais, 

parando antes da fase de pupa (Uchôa et al, 2006;. Souza et al., 2010). 

Curiosamente, vicilinas absorvidas pelas larvas aparecem posteriormente 

depositadas no corpo gorduroso e nas gônadas de fêmeas e machos, após 

a sua emergência das sementes. Durante a cópula, parte de vicilinas 

contidas nas gônadas de machos é transferida para a bursa copulatrix das 

fêmeas, atingindo a hemolinfa e sendo depositada, juntamente com uma 
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parte das vicilinas sequestradas por fêmeas nas cascas de ovo (Alexandre 

et al., 2011). Como as fêmeas de C. maculatus são poliândricas, elas são 

capazes de receber vicilinas de mais de um macho. Incorporando este 

presente nupcial de vicilinas e depositando-as posteriormente nos ovos 

(Silva et al., 2015). 

Uma possível explicação para o sequestro de vicilinas nestes 

animais e a sua deposição na casca do ovo está na descoberta de que 

estas proteínas de armazenamento das sementes têm atividade 

antimicrobiana e antifúngica, tanto na sua conformação intacta ou como 

fonte de peptídeos gerados a partir de proteólise parcial (Gomes et al., 

1997; Marcus et al, 2008). É possível que peptídeos e vicilinas sejam 

depositados nos ovos, como parte das suas defesas químicas ou como 

uma forma de aumentar as defesas contra a dessecação. O sequestro de 

vicilina e sua deposição na casca do ovo como contribuição de ambos os 

machos e fêmeas poliândricas tem um paralelo no sequestro de 

alcalóides por alguns Lepidoptera (Dussourd et al., 1988; Zagrobelny et 

al., 2014). 

Tanto em relação à absorção de urease em B. mori, e em relação à 

absorção de vicilinas em C. maculatus, não tem sido descrito em 

detalhes a via de transcitose destas proteínas vegetais utilizadas na dieta 

desses insetos, através do epitélio intestinal. Em relação ao transporte de 

urease, há evidências de que a sua absorção ocorre através de endocitose 

mediada por receptor, uma vez que a análise de microscopia mostrou 

que a urease se liga a um ou mais receptores hipotéticos presentes nas 

microvilosidades dos enterócitos e também está localizada em vesículas 

intracelulares (Kurahashi et al., 2005). A identidade do receptor da 

urease, bem como os detalhes sobre a via endocítica envolvida na 

transcitose desta proteína em larvas B. mori, não são ainda conhecidos. 

Até agora, os dados sobre o mecanismo envolvido na absorção de 

vicilinas por larvas do inseto C. maculatus são escassos. Há evidência do 

envolvimento de algum tipo de receptor na transcitose desta proteína, 

uma vez que a ligação de vicilinas sem marcação usada em preparações 

de microvilosidades pode ser inibido pelo aumento da concentração de 

vicilina marcado, e duas proteínas com afinidade para a ligação a 

vicilinas foram isoladas por cromatografia de afinidade numa coluna de 

Sepharose-vicilina (Uchôa et al., 2006). 

No presente estudo, além da abordagem in vivo, realizaram-se 

experimentos de "pulso e caça", em que as larvas foram alimentadas 

com dietas contendo vicilina -marcada com FITC e, este complexo foi 

localizado em cortes de larvas congeladas e cortadas no criostato (Figura 

7), foi utilizada uma abordagem ex vivo, em que as preparações lavadas 
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do epitélio intestinal foram incubadas com a vicilina marcada com FITC 

e as montagens frescas foram analisadas em microscópio confocal 

(Figura 8). Com relação a este experimento, observou-se que a proteína 

marcada aparece em vesículas dentro dos enterócitos com intervalos de 

tempo crescentes no período de incubação. O epitélio intestinal de 

insetos é composto por uma única camada de células (epitélio simples), 

ao contrário do epitélio intestinal de mamíferos, que é estratificado. 

Trabalhos do final da década de 90 e outros mais recentes têm mostrado 

que as preparações de intestinos médios inteiros ou epitélios intestinais 

isolados de insetos se mantêm viáveis por mais de 24 horas, exercendo 

várias de suas funções normais, como secreção de enzimas digestivas, 

síntese de prostaglandinas, manutenção de pH luminal, interação com 

protozoários e até secreção de membrana peritrófica (Braun & Keddie, 

1997; Büyükgüzel et al., 2002).  

Diante do exposto, foi realizado um curso de temporal das 

vicilinas marcadas com FITC (Figura 9), o que permitiu-nos seguir o 

processo de endocitose ao longo de algumas horas. As vesículas de 

endocitose aparecem nos primeiros 15 minutos de incubação e o seu 

número aumenta, indicando que as células do epitélio intestinal estão 

absorvendo vicilina a partir do meio. Na Figura 8 é possível observar um 

grande número de vesículas endocítica contendo o complexo vicilina-

FITC. Estas observações sugerem fortemente que este complexo é 

internalizado por endocitose. 

A utilização da cromatografia de afinidade em coluna de vicilina-

Sepharose permitiu purificar proteínas presentes nas membranas 

microvilares dos enterócitos das larvas de C. maculatus. Estas proteínas 

purificadas demonstraram grande afinidade de ligação com a vicilina 

(Figura 11 e 12). A identificação desta proteína por espectrometria de 

massa e análise dos peptídeos gerados no banco de dados NCBI, 

mostrou que a proteína presente nas microvilosidades do C. maculatus é 

homóloga à proteína Sec14 (Figura 13). Sendo esta bastante comum em 

insetos, como Drosophila, coleópteros, dípteras e lepidópteros (Smith, 

2015). A Proteína Sec14 é uma proteína eucariótica tem como domínio 

CRAL-TRIO, que inicialmente foi identificada na levedura 

Saccharomyces cerevisiae (Novick et al., 1980; Aitken et al., 1990; 

Bankaitis et al., 1990) e atua, principalmente, no tráfego entre 

membranas, na formação de vesículas secretoras e no transporte de 

lipídeos (Bankaitis et al., 1989). A proteína SEC14 há alguns anos tem 

sido proposta como sendo uma das mais importantes proteínas PITP 

(proteínas transportadoras de fosfatidilinositol e fosfatidilcolina) em 

levedura e tem sua função mediada pela ligação com lipídeos, como a 
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fosfatidilcolina (Schaaf et al., 2007). Pode-se observar que esta proteína 

homóloga em insetos tem um elevado grau de conservação entre si, a 

proteína SEC14 apresenta um bolso hidrofóbico onde se encontra a 

estrutura do domínio CRAL-TRIO, sendo composta por α-hélices 

alternadas e por folhas β que ligam moléculas lipofílicas tais como a 

Vitamina E (Panagabko et al., 2003). 

Diante do quadro mostrado acima, e com a utilização de 

ferramentas computacionais para a análise dos dados genéticos gerados, 

sugere-se fortemente que a proteína identificada nas microvilosidades do 

epitélio intestinal do C. maculatus, seja o transportador de α-tocoferol 

(Figura 14). O método mais bem sucedido de predição de estruturas é a 

modelagem por homologia, também conhecida como modelagem 

comparativa (Deane e Blundell, 2003). Na Figura 14B observa-se um 

gráfico de Ramachandran, o qual aponta a qualidade do empacotamento 

global da proteína, podendo definir os resíduos que se encontram nas 

regiões energicamente mais favoráveis sendo estes 94% e desfavoráveis 

5%, orientando assim a avaliação da qualidade do modelo teórico 

gerado, a representação gráfica de ângulos φ versus ângulos ψ, é 

necessário para que se garanta uma maior precisão dos modelos gerados, 

no mínimo 90% dos 18 ângulos φ e ψ da cadeia principal devem estar na 

região mais favorável do gráfico de Ramachandran (ANDERSON, 

2003). O mecanismo evolutivo da duplicação de genes, associado às 

mutações leva a divergências moleculares e, consequentemente, à 

formação de famílias de proteínas estruturalmente relacionadas, que 

derivam de um ancestral comum sendo chamadas de homólogas, que 

apresentam algumas diferenças nas suas sequências de aminoácidos, mas 

possuem alto grau de similaridade estrutural (Holtje et al., 2003). 

Relativamente poucos membros da grande família de genes 

CRAL-TRIO foram estudados até o momento quanto à especificidade do 

ligante. Aqueles que têm sido estudados incluem a proteína 

transportadora de α-tocoferol em humanos (α-TTP), SPF (se liga ao 

esqualeno), a proteína de ligação ao retinaldeído celular (CRALBP) e 

em S. cerevisiae a SEC14p, que se liga ao fosfatidilinositol e 

fosfatidilcolina (Smith 2015; Panagabko et al., 2003). Em insetos, a 

função de apenas um membro da proteína com domínio CRAL -TRIO 

foi determinada, o qual não foi descoberto utilizando um Screen de 

Drosophila, mas foi descoberto em uma tela para mutantes na biogênese 

da rodopsina, no qual os olhos de Drosophila são deficientes (Wang e 

Montell, 2005).  

Após a cristalização da estrutura do transportador de α-tocoferol, 

foi relevado que este possui duas conformações, uma forma fechada 



79 

formando um bolso hidrofóbico o qual liga principalmente as moléculas 

de α-tocoferol, e uma forma aberta quando está na presença de 

detergentes como o Triton X-100, este provavelmente representa a forma 

ligada às membranas (Meier et al., 2003).  

Na Figura 15B pode-se observar que vicilina marcada com FITC 

é capaz de se ligar às bandas purificadas usando cromatografia de 

afinidade, provando que estas proteínas são reconhecidas por vicilina. 

Dada a homologia elevada na identificação da proteína com a proteína 

transportadora de α-tocoferol, foi testado o reconhecimento destas 

proteínas de C. maculatus por um anticorpo comercial criado contra a 

proteína transportadora de α- tocoferol humano. Na Figura 15 C pode-se 

observar que as duas bandas foram reconhecidas pelo anticorpo 

comercial, enquanto que o painel D mostra o comprometimento na 

ligação da vicilina quando este é pré - incubado com alfa tocoferol 

(vitamina E). Na Figura 16 é possível observar que este anticorpo é 

capaz de inibir a ligação de vicilina nas proteínas purificadas, o que 

sugere que as proteínas microvilares purificadas podem corresponder ao 

receptor (transportador de α-tocoferol) que medeia a internalização de 

moléculas de vicilina em enterócitos de larvas do inseto C. maculatus. 

Para reforçar ainda mais a identidade do receptor responsável pela 

internalização de vicilina em enterócitos de larvas do C. maculatus, foi 

feita uma análise por microscopia confocal de cortes de larvas, em que 

as larvas foram alimentadas com o complexo vicilina - FITC e a 

localização do receptor foi realizada utilizando um anticorpo secundário 

marcado com rodamina (Figura 17) mostra a co-localização de vicilina 

"verde" com o receptor em "vermelho", tanto no intestino como e nas 

células do corpo gorduroso, o que sugere que o mesmo receptor ou outro 

receptor muito semelhante está envolvido na internalização de vicilina 

no intestino e nas células do corpo gorduroso. A localização também foi 

observada através de microscopia eletrônica de transmissão (Figura 18). 

A fim de esclarecer se a endocitose de vicilinas é dependente de 

clatrina ou caveolina, utilizou-se uma combinação de inibidores destas 

vias de endocitose para as experiências in vitro. A Figura 19 mostra que 

a incubação dos epitélios na presença de filipina III e nistatina causou o 

desaparecimento das vesículas de endocitose no citoplasma dos 

enterócitos, enquanto que clopromazina e óxido de phenylarsina, que são 

inibidores da endocitose dependente de clatrina, não afetaram a 

internalização da vicilina marcada (Figura 20). Estes dados sugerem que 

a endocitose de vicilina é dependente de caveolina. Para reforçar estes 

dados, foi medida a fluorescência presente no epitélio que foram pré-

incubadas na presença ou na ausência dos inibidores da endocitose, 
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seguido de incubação com o complexo de vicilina-FITC. Embora filipina 

III, nistatina e wortmanina foram significativamente mais eficazes na 

inibição da internalização de vicilina, os inibidores clopromazina e óxido 

de phenylarsina, causaram uma inibição parcial de endocitose em 

comparação com o grupo de controle (Figura 21). Estes dados sugerem 

que a internalização do complexo de vicilina-FITC pode ocorrer através 

de via dependente de caveolina, além de endocitose dependente de 

clatrina. Dados semelhantes aos observados aqui com vicilina foram 

descritas para a internalização de duas lectinas de Sambucus nigra em 

CF-203 células de inseto do intestino médio mantidas em cultura, que 

também envolve endocitose dependente caveolina e clatrina (Shahidi-

Noghabi et al., 2011). 

Existem evidências crescentes de que a transcitose de proteína 

intacta através do epitélio do intestino de insetos é mediada por 

receptores, embora apenas um número muito pequeno de receptores foi 

descrito. Um dos poucos estudos que mostram a identidade de um 

receptor envolvido na endocitose de uma proteína relatado que a 

internalização do complexo de albumina-FITC em células do intestino 

médio de B. mori envolve megalina (Casartelli et al., 2008). Análise 

confocal e experiências de imuno-localização com um anticorpo 

primário anti-megalina indicou que o receptor era de um homólogo a 

megalina, o receptor pertencente à família de lipoproteína de baixa 

densidade encontrada em mamíferos. Os autores também demonstraram 

que a internalização de albumina-FITC foi mediada por clatrina e que a 

integridade da actina e organização dos microtúbulos foram essenciais 

para o bom funcionamento da maquinaria endocítica. 

No epitélio intestinal dos insetos, ambos os mecanismos 

moleculares de transcitose a proteína da dieta intacta e aqueles através 

dos quais vesículas de endocitose são geradas e movimentam todos 

endossomos continuam a ser mal compreendido. Os poucos estudos 

publicados mostram que, assim como outras formas de transcitose nos 

sistemas digestivos de mamíferos, em transcitose de proteína através do 

epitélio intestinal dos insetos envolve endocitose mediada pelo receptor 

e do tráfego vesicular (Kurahashi et al, 2005; Casartelli et al, 2008; 

Shahidi-Noghabi et al.  2011;). 
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9.2 MECANISMOS DA FASEOLINA COMO AGENTE LIMITANTE 

NA CAPACIDADE DO INSETO CALLOSOBRUCHUS MACULATUS 

EM ABSORVER ANTIOXIDANTES. 

No ambiente celular, é comum a presença de radicais livres 

derivados do oxigênio, formados durante o metabolismo oxidativo. 

Durante a evolução, a formação de radicais livres ocorreu após uma 

mudança do metabolismo energético, que se deu após o aumento dos 

níveis atmosféricos de oxigênio gerado pelo surgimento de organismos 

fotossintéticos, dando origem a diversas respostas adaptativas na maioria 

dos organismos, daí o surgimento das mitocôndrias e da respiração, bem 

como o desenvolvimento de mecanismos antioxidantes. Dentre as ROS 

mais importantes estão o superóxido (O2), o peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e o radical hidroxila (HO) (Gandara et. al, 2012). 

A geração descontrolada de ROS pode levar à oxidação de 

proteínas, DNA e lipídeos causando danos que podem culminar na morte 

celular. Quando existe um desequilíbrio entre a produção de radicais 

livres e a ação dos mecanismos antioxidantes, ocorre o que se chama 

estresse oxidativo. Boa parte das substâncias de defesa das plantas é 

composta de substâncias de baixa massa molar, como glicosídeos 

cianogênicos, diversos tipos de alcalóides, aminoácidos não – protéicos, 

etc, mas também algumas sementes adicionam a essa substância de 

efeito agudo, alguns produtos gênicos primários que atuam de forma 

crônica, afetando de alguma forma a performance do herbívoro. Grande 

parte da pressão de herbivoria em sementes maduras é resultado do 

ataque de insetos, em especial de insetos da ordem Coleoptera.  

Em relação à faseolina, foi observado que esta globulina quando 

comparada a vicilina, fica em maior quantidade presa nas células no 

epitélio intestinal, podendo causar a morte dos insetos pela dificuldade 

na absorção de nutrientes importantes para o seu desenvolvimento como 

a vitamina E (Kunz, 2012). Dentre as sementes que se destacam por 

acumular proteínas potencialmente tóxicas as sementes de leguminosas 

tem um papel de destaque. Essas sementes costumam acumular cerca de 

metade da sua massa fresca na forma de proteínas, muitas dessas 

proteínas possuindo atividades antinutricionais. Até mesmo as proteínas 

de reserva dessas sementes já foram registradas como tendo atividades 

inseticidas e antifúngicas. Por serem tão ricas em proteínas e 

carboidratos, diversas sementes de leguminosas foram domesticadas 

pelo homem, como o feijão, a ervilha, a soja etc e elas fazem parte da 

dieta de diversas comunidades humanas. Estudos reproduzidos com 
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epitélios ex vivo dos insetos C. maculatus, confirmam um volume maior 

de faseolina retida nas células no epitélio intestinal (Figura 22 e 23). 

Este aprisionamento de faseolina nos enterócitos pode estar levando a 

um estresse oxidativo pela privação de nutrientes ao inseto, em especial 

a vitamina E. Muitas plantas respondem à predação por insetos com um 

aumento acentuado da produção de espécies reativas de oxigênio. A 

produção aumentada de superóxido e peróxido de hidrogênio podem 

conduzir a um fenômeno conhecido como resposta de 

hipersensibilidade, onde as ROS produzidas pela planta provocam a 

morte das células do vegetal ao redor do inseto, isolando-o das partes 

sadias e eventualmente levando a morte do invasor por inanição, assim 

como pela exposição aos níveis elevados de ROS, um mecanismo 

descrito em insetos que formam galhas em vegetais tão diversos como 

trigo ou pinheiros (Gandara et al., 2012; Mittapalli et al., 2007; Radville 

et al., 2011).  

Alternativamente, realizou-se a comparação através do pulso de 

alimentação das larvas de C. maculatus com faseolina e vicilina 

marcadas com FITC durante 24h e observou-se que a faseolina 

permanece em maior quantidade no epitélio intestinal e ápice dos 

enterócitos, quando comparada à vicilina (Figuras 24 e 25). Nota-se que 

a vicilina no período de 24h já pode ser visualizada nas células do corpo 

gorduroso, sugerindo que está não causa danos ao inseto quando é 

ingerida. Durante o processo de seleção artificial dessas sementes, as 

substâncias tóxicas de baixa massa molar e termoestáveis foram sendo 

progressivamente eliminadas. No entanto, devido ao cozimento para o 

consumo humano, as proteínas de defesa, por conta da inativação 

térmica, passaram incólumes a esse processo de seleção e foram 

conservadas, sendo depositadas durante a formação das sementes, 

podendo protegê-las do ataque de herbívoros. 

Em estudo realizado para medir possíveis efeitos da faseolina 

sobre estresse oxidativo das larvas C. maculatus (Figuras 26 e 27), 

confirmou-se que os níveis de espécies reativas de oxigênio, medidos 

pelo método de Tbars são especialmente altos nas larvas que foram 

alimentadas com faseolina, podendo-se comparar com sulfato ferroso, 

utilizado para induzir o estresse oxidativo. A faseolina tem sido descrita 

como um potente causador de antibiose em insetos da espécie C. 

maculatus. A resistência da semente P. vulgaris a C. maculatus tem sido 

atribuída a faseolina, uma vez que esta provoca a morte dos insetos 

(Kunz, 2012). No caso da variedade transgênica de álamo que 

superexpressa uma peroxidase, esta se mostrou mais resistente à 

predação pela mariposa Lymantria dispar (Barbehenn et al., 2010). 
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Os resultados relatados neste trabalho demonstram pela primeira 

vez que moléculas de vicilina entram nas células do intestino médio de 

C. maculatus predominantemente por endocitose independente de 

clatrina mediada por receptores, exigindo o tráfego vesicular através dos 

compartimentos endossomais para a conclusão subsequente de uma 

transcitose produtiva. Elucidar os mecanismos subjacentes a conversão 

de diferentes vesículas de endocitose e endossomos não só irá avançar 

no campo da transcitose de proteínas na dieta, mas também serão a 

chave novos insights nos mecanismos fundamentais na biogênese de 

vesículas e tráfego intracelular nos tecidos intestinais dos insetos. 

Por outro lado, demonstrou-se que, ingestão de faseolina pelas 

larvas de C. maculatus produz ROS. Sugere-se fortemente que a 

faseolina é tóxica causando efeitos crônicos sobre as larvas do bruquídeo 

C. maculatus, afetando a sobrevivência destes insetos pelo fato da 

privação de nutrientes, assim, a ingestão de faseolina em quantidades 

consideradas fisiológicas parece ser acompanhada pelo aumento da 

produção de ROS, cujos níveis são aumentados após 24h da 

alimentação, isso talvez implique um certo "custo" para o organismo, 

por exemplo, o comprometimento no desenvolvimento e até mesmo a 

morte.  

A busca de novas proteínas que sejam tóxicas para insetos pragas 

continua imprescindível, tanto quanto conhecer suas propriedades 

moleculares e seus mecanismos de ação, etapas indispensáveis para a 

base do desenvolvimento biorracional. O objetivo final deste trabalho é 

fornecer mais informações a respeito do potencial adaptativo dos insetos 

pragas a proteínas potencialmente tóxicas e, assim, planejar melhores 

estratégias de controle. 
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10. CONCLUSÕES 

1. Os dados aqui apresentados mostram que a proteína de 

reserva da semente V. unguiculata vicilina, é internalizada 

por endocitose nas larvas do caruncho C. maculatus. 

2. A rota pela qual a proteína é endocitada é mediada 

principalmente por caveolina e, em menor taxa, por clatrina. 

3. A proteína isolada e purificada em cromatografia de 

afinidade vicilina-Sepharose, presente nas membranas do 

epitélio intestinal das larvas do inseto C. maculatus, é 

reconhecida pelo anticorpo anti a proteína transportadora de 

α - tocoferol.  

4. Faseolina quando ingerida pelo inseto C. maculatus produz 

espécies reativas de oxigênio, pelo fato de possuir uma forte 

afinidade pela proteína transportadora de α- tocoferol, 

podendo levar as larvas à morte por inanição. 

5. Sugere-se que a vicilina/faseolina se liga no mesmo 

transportador de α-tocoferol. 
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