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RESUMO

Os animais pertencentes a subfamilia Bruchinae sdo os principais
predadores das sementes de leguminosas, destacando-se pela
especificidade da dieta alimentar, ocorrendo ao nivel de género ou
familia. A espécie Callosobruchus maculatus (caruncho do feijao-de-
corda) ¢ o principal predador das sementes de Vigna unguiculata (feijao-
de-corda) tanto no campo, quanto em graos armazenados. O feijdo-de-
corda apresenta em sua composicdo uma familia de proteinas
multifuncionais chamadas de vicilinas (globulina 7S), possuindo uma
massa molecular de aproximadamente 190 kDa. Linhagens de vicilinas
variantes expressas em sementes de V. unguiculata vém sendo associadas
diretamente aos efeitos toxicos causados nas larvas dos bruchideos. Aqui
relata-se o valor adaptativo envolvido na absor¢do das vicilinas e o
mecanismo da resisténcia associado ao C. maculatus. O genotipo (IT81D-
1053) de V. unguiculata mostrou-se resistente ao bruchideo, C.
maculatus, ndo havendo emergéncia de adultos no periodo de 90 dias,
enquanto sementes suscetiveis apresentaram emergéncia média de
36,42+0,59 dias. O destino das vicilinas foi acompanhado por
microscopia de fluorescéncia, através de cortes por congelamento
(criostato), apds o periodo de alimentagdo com vicilina suscetivel/FITC,
vicilina variante/FITC e com faseolina/FITC (Phaseolus vulgaris), nota-
se diferenca no processo absortivo entre as dietas testadas. O epitélio
intestinal das larvas alimentadas com vicilina variante/FITC e
faseolina/FITC apresentou maior quantidade de vicilina, detectado por
fluorescéncia. Por microscopia eletronica foi possivel verificar a presencga
da proteina suscetivel no interior das células do epitélio intestinal das
larvas de C. maculatus. Isto evidencia que as vicilinas se ligam aos
receptores de membrana das microvilosidades e posteriormente, sdo
absorvidas, possivelmente por endocitose, chegando ao interior das
células epiteliais do intestino médio das larvas. As moléculas de vicilinas
contidas nas vesiculas do epitélio intestinal sdo encaminhadas ao corpo
gorduroso das larvas, de onde foram isoladas por ultracentrifugagdo em
gradiente descontinuo de sacarose. As vicilinas foram caracterizadas
parcialmente através da clivagem da vicilina 0,1% (m/m) utilizada como
substrato. A caracterizagdo das proteases foi feita a partir da hidrélise da
vicilina, utilizando inibidores de proteases como EDTA (4cido etileno
diamino tetra acético), pepstatina A, PMSF (fluoreto de
fenilmetilsulfonil) e E-64 (trans-epoxisuccinil 4-guanidino butano), dos
inibidores testados, a Pespatina A e PMSF inibiram o processamento da
vicilina, sugerindo que ocorra uma combinacdo de enzimas,



possivelmente proteinases serinicas e asparticas, atuando na hidrélise da
vicilina. Com os resultados obtidos, busca-se comprovar o processo de
endocitose presente na absorgao de proteinas através do epitélio intestinal
das larvas de C. maculatus, bem como comprovar a proteolise da vicilina
pelas proteases.

Palavras-chave: Proteinas, Resisténcia, IT81D-1053, Endocitose.



ABSTRACT

The animals of the Bruchinae subfamily are the main predators of legume
seeds, which are distinguished by the food diet restriction, occurring specificity
on genus or family level. The cowpea beetle (Callosobruchus maculatus) is the
main predator of the Vigna unguiculata seeds (cowpea) in the field and stored
grains. These beans present in their composition a family of multifunctional
proteins called vicilins (7S globulin), with around 190 kDa as molecular weight.
Variant vicilins expressed in the seeds of V. unguiculata have been directly
associated to the toxic effects caused in bruchid larvae. Here we report the
adaptive value involved in the uptake of vicilin and resistance mechanisms
associated with C. maculatus. The genotype (IT81D-1053) of V. unguiculata was
resistant to bruchid (C. maculatus) without adult emergence in a period of 90
days, while susceptible seeds (fradinho) presented emergency of 36.42 + 0.59
days on average. The fate of vicilin was followed by fluorescence microscopy,
cutting the gel (cryostate), where bruchid the larvae are fed with vicilin
susceptible/FITC, vicilin variant/FITC and phaseolin/FITC (from Phaseolus
vulgaris) noticing the difference in the absorptive process. The intestinal
epithelium of larvae fed on vicilin variant / FITC and phaseolin / FITC
fluorescence showed a greater amount of vicilin. By using electron microscopy, it
was possible to verify the presence of the susceptible vicilin (fradinho) in the
cells of the intestinal epithelium of larval C. maculatus. Vicilins seem to bind to
receptors in the membrane of the microvilli and subsequently are absorbed in the
form of vesicles inside the cells of the epithelium of the gut of the larvae, and
optionally mediated endocytosis. The vicilin molecules present in the vesicles
formed in the intestinal epithelium are transferred to the fat body larvae, where
they could be isolated by discontinuous sucrose gradient after ultracentrifugation.
They were partially characterized using 0.1% (w / w) vicilin as the substrate in
the presence or not of following inhibitors EDTA (ethylene diamine tetra acetic
acid), pepstatin A, PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) and E-64 (trans
epoxisuccinil -4 guanidino-butane), wherein pepstatin A and PMSF inhibited the
processing of vicilin, suggesting that it is a combination of enzymes, perhaps
aspartic and serine proteinases, acting on the hydrolysis of vicilin. However, it
was not possible to identify the mechanistic class which is responsible for
initiating the process.

Key words: Protein, resistents, IT§1D-1053, endocytosis.
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1 INTRODUCAO
1.1 Considerag¢oes Iniciais

A utilizagdo das sementes por animais e consequentemente sua
predacdo, foi observada quando o homem foi obrigado a armazenar
estas sementes para posterior cultivo, onde preserva-las dos seus
predadores naturais era de extrema importdncia (HARRINGTON,
1972). Estas observacdes ajudaram a ganhar maior importancia quando
os agricultores comecaram a realizar diversos estudos sobre os graos.
Assim, a predacdo de sementes passou a ser importante em termos
econdmicos.

A principal predagdo acontece no periodo pré-colheita, onde
ocorre o ataque as sementes e posteriormente na colheita e durante seu
armazenamento (JANZEN, 1971 e 1980). O processo de predagdo de
sementes por coledpteros é comum e geralmente ocorre em frutos
maduros (LISBOA, 1975). Rarissimas espécies vegetais ndo sofrem
ataques de insetos, geralmente sdo causadas por estagios larvais
formados apds a postura dos ovos no fruto. Assim, as lavas de insetos
desenvolvem-se em sementes consumindo parte ou todo seu material de
reserva. Este tipo de predacdo pode ndo ser constatado no momento da
colheita, mas na secagem e armazenamento das sementes
(KAGEWAYA & PINA-RODRIGUES, 1993). Algumas espécies de
insetos herbivoros podem atacar sementes em pleno desenvolvimento,
enquanto outras sdo comumente encontradas apenas em armazenamento
de graos (HOWE, 1972).

Por ser uma fonte concentrada de proteinas e minerais, as sementes,
sdo utilizadas como recurso por uma ampla variedade de animais, em
especial os insetos (JANZEN, 1971). H4 amplo conhecimento da
ocorréncia de predagdo de sementes por insetos, principalmente por
larvas de Diptera, Coleoptera e Lepidoptera, em varias familias de
plantas (CRAWLEY, 1992; SANTOS et al., 1994; ZHANG et al.,
1997). Dentre os principais predadores destas sementes estdo algumas
espécies de coledpteros pertencentes a subfamilia Bruchinae, mais
conhecidos como caruncho do feijio (MONTE, 1935; BONDAR, 1936;
ARRUDA, 1950; VERNALHA, 1953; REGO, 1960; SANTOS et al.,
1985; SANTOS et al., 1994; SANTOS et al., 1996). Esta subfamilia
recebe maior destaque devido ao fato de seus representantes serem
Inicio da parte textual do trabalho. bastante restritivos quanto a dieta
alimentar (BONDAR, 1936, HOWE, 1972; SOUTHGATE, 1979)
podendo ocorrer especificidade nos niveis de género ou familia de
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plantas (JOHNSON, 1981). Desta forma, os carunchos assumem grande
importdncia econdmica, se reproduzindo apenas em sementes de
leguminosas, tanto no campo como em armazenamento (HOWE, 1972;
SOUTHGATE, 1979) e afetam profundamente a qualidade e a
viabilidade das sementes chegando a comprometer sua germina¢do
(SANTOS et al, 1994; FIGUEIRA & CARVALHO, 2003).

1.2 Ordem Coleoptera

A ordem Coleoptera (LINNAEUS, 1758) ¢ a maior das ordens de
artropodes, sendo considerada a maior do reino animal com % de todas as
espécies catalogadas (NAFRIA & DURANTE, 1985). Apresentando
aproximadamente 330.000 espécies descritas (RICHARDS & DAVIES,
1984).

Segundo  Pedrosa-Macedo  (1989), num levantamento
bibliografico, constatou-se a existéncia de 435 espécies da Ordem
Coleoptera, distribuidos em 24 familias citadas como causadoras de
danos em cerca de 190 espécies de arvores e arbustos nativos brasileiros
e exaticos.

Os coledpteros sdo organismos polifagos apresentando uma
relevante importancia nos ecossistemas devido ao grande numero de
espécies fitofagas (LARA, 1991). Estes animais podem ocupar diversos
habitats onde vivem em equilibrio. Podem tanto ser utilizados como
indicadores bioldgicos, sendo utilizados como predadores (GALLO et
al., 1988), ou causando perdas econdmicas significativas em diversas
culturas (FERRAZ et al., 1998). Um grande nimero de espécies sdo
considerados pragas agricolas dos campos, enquanto outras atacam
graos armazenados.

1.3 A relag@o entre as leguminosas (Fabaceae) e a subfamilia dos
carunchos (Chrysomelidae: Bruchinae)

A subfamilia Bruchinae abriga cerca de 1400 espécies de besouros,
sendo agrupadas em 66 géneros. Até recentemente os bruquideos
constituiam uma familia a parte, dentro da superfamilia Chrysomeloidea
e os géneros associados a este grupo ainda estdo incluidos em
subfamilas como: Amblycerinae, Eubaptinae, Kytorhininae,
Pachymerinae e Rhaebinae (SOUTHGATE 1979; JOHNSON &
ROMERO, 2004). Aproximadamente 80% das espécies de bruquideos
pertencem a subfamilia Bruchinae, 10% na Amblycerinae, 9% na
Pachymerinae, e os outros 1% distribuidas as outras trés subfamilias,
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Eubaptinae, Kytorhininae e Rhaebinae (JOHNSON & ROMERO,
2004).

A maioria das espécies desta subfamilia vive em regides tropicais
da Asia, Africa e Américas, Central e do Sul. Muitas espécies possuem
status de praga na agricultura por colocarem seus ovos em graos de
importancia econdmica, consumindo valiosas proteinas. Ja outras
espécies destroem sementes de um imenso numero de leguminosas
silvestres (SOUTHGATE, 1979). Johnson em 1989 fez um
levantamento das relagdes de infestacdes de bruquideos e diferentes
espécies de plantas no campo e constatou que os bruquideos sdo
importantes predadores de sementes de 35 familias de plantas
hospedeiras e, aproximadamente 85% das plantas hospedeiras
registradas foram de leguminosas (Fabaceae).

As fémeas da maioria das espécies da subfamilia Bruchinae
depositam seus ovos na superficie dos frutos e as larvas que eclodem
penetram através do pericarpo e do tegumento das sementes até atingir
os cotilédones. No entanto, larvas de muitos bruquideos nao escolhem
seus hospedeiros, elas apenas se alimentam, crescem ¢ emergem de
sementes selecionadas pela fémea para a postura (MITCHELL, 1975).

Estd subfamilia ¢ o maior exemplo de adaptagdo da vida em
crescimento no interior de sementes. A maioria das espécies vive em
sementes, especialmente de leguminosas e, na natureza, ndo ha uma
relacdo tdo estreita entre um grupo de insetos e um grupo de plantas.
(HOWE, 1972).

Como principal caracteristica morfologica da subfamilia de
insetos Bruchinae, podemos citar a presenca de élitros curtos que
deixam desprotegida a extremidade do abdémen. O corpo ¢ oval, com
cabega livre, rostro curto e achatado com antenas possuindo 11
segmentos (GALLO et al., 1988). Individuos desta subfamilia possuem
olhos bem desenvolvidos, pernas posteriores mais robustas que as
anteriores, tendo os fémures espessos, as vezes as tibias posteriores de
algumas espécies apresentam-se com espordo distinto ou obsoleto
(LIMA, 1955).

14 Callosobruchus maculatus, a principal praga dos graos
armazenados de Vigna unguiculata

O caruncho C. maculatus, conhecido em inglés como cowpea
weevil, pertencente a ordem dos coledpteros, sendo considerado na
agricultura um inseto praga. O C. maculatus é originario da Africa,
porém, hoje ¢é frequentemente encontrado nas regides tropicais e
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subtropicais do mundo, uma vez que a espécie foi propagada através do
comércio (SOUTHGATE, 1979). Esta espécie, em particular, pertence a
familia Chrysomelidae e subfamilia Bruchinae. Estes animais s6 se
alimentam e crescem no interior das sementes de leguminosas
(Fabaceae). Ja os adultos desta espécie, ndo se alimentam ou necessitam
de 4agua, sdo chamados insetos afagos. Seu tempo de vida, quando
adulto, ¢é relativamente curto, aproximadamente de duas a trés semanas,
dependendo das condi¢des climaticas, passando boa parte desse tempo
acasalando-se e realizando a postura de ovos nos feijoes.

Esta espécie de besouro apresenta dimorfismo sexual, pois os
individuos do sexo masculino e feminino apresentam caracteristicas
sexuais secundarias distintas (Figura 1.1). As fémeas apresentam o
abdomen maior e possuem uma cor mais escura em ambos os lados,
enquanto os machos apresentam um abdémen menor e de cor clara
(BROWN & DOWNHOWER, 1988). Além disso, as fémeas possuem
nos ¢litros uma marcacdo na forma de “x” de cor marrom.

Figura 1.1 Imagem do dimorfismo sexual de Callosobruchus maculatus. As
fémeas apresentam a regido abdominal maior e uma cor mais escura, ja o0s
machos sd80 menores mais claros ¢ o abdomen ¢é curto. a) inseto do sexo
masculino. b) inseto do sexo feminino. Fonte: Pessoal

1.5 Ciclo de vida de C. maculatus

As fémeas depois de fertilizadas ovopositam na superficie
externa do feijdo. Os ovos desta espécie sdo claros, possuem forma oval
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e ¢ firmemente aderida a superficie do feijao. Possuem
aproximadamente 0,75 mm de comprimento. As larvas saem do ovo e
passam para o cotilédone do feijdo, com isso, a casca do ovo torna-se
branco-opaco. Depois de se instalarem no cotilédone do feijdo, as larvas
se alimentam deste e sofrem uma série de ecdises, passando por quatro
instares larvais, posicionando-se abaixo do tegumento do grao antes de
tornarem-se pupas (pupagdo ¢ a metamorfose completa do estagio larval
para um adulto alado). Antes da pupagdo, as larvas formam a janela
pupal erodindo a superficie interna do tegumento, de onde os adultos
irdo emergir ao final de sua metamorfose. Os adultos emergidos estdao
completamente maduros entre 24 e 36 horas apés sua emergéncia.
Assim, os machos procuram as fémeas ¢ as fecundam (EDVARDSSON
& TREGENZARENZA, 2005). As fémeas por sua vez, armazenam 0S
espermatozoides dos machos em sua espermateca, estrutura do aparelho
reprodutor feminino para armazenamento de esperma. A Figura 1.2
mostra um esquema geral do ciclo de vida dos carunchos que atacam
leguminosas.
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Figura 1.2 Representagdo esquematica do ciclo de vida de carunchos pragas de
feijoes mostrando eventos da postura dos ovos a emergéncia de adultos. Estes
animais podem efetuar a postura dos ovos em graos armazenados ou nas vagens
de plantas que estdo no campo, penetrando através do tegumento da semente até
o cotilédone onde se desenvolvem, passando por quatro instar larvais, pré-pupa,
pupa e emergindo como adulto alado. Fonte: Pessoal
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1.6 O feijdo-de-corda,Vigna unguiculata, e a sua importancia social
e econdmica

A espécie V. unguiculata, também conhecida como feijao fradinho,
feijao frade, feijao caupi, feijdo macassar ou feijao-de-corda, pertence a
familia das leguminosas (Fabaceae). Sao plantas anuais que podem ser
eretas ou trepadoras (Figura 1.3. Possuem caules estriados e glabrescentes,
ou seja, tendem a perder os pelos que se dispdem em suas hastes. As folhas
sdo trifolioladas, com apéndices nas bases dos peciolos, sendo os dos
laterais obliquos em relagdo ao plano do foliolo central. As flores dispdem-
se em pequenos grupos, semelhantes a cachos. O ovario ¢é estrito e
alongado, com os ovocitos distribuidos em linha, o que explica o
comprimento da vagem. As flores se abrem apenas nas primeiras horas da
manhd, ndo permitindo que a polinizagdo por parte dos insetos ocorra
frequentemente. Com isso, a autopolinizacao ¢ frequente nesta espécie.
Originaria da Africa onde teria se dispersado através do comércio
para outras regides de climas semelhantes. Hoje, junto com o arroz,
constitui a dieta basica do brasileiro. Possui alto valor nutritivo (seja
proteico ou energético) e também por ter uma facil adaptacdo a solos de
baixa fertilidade. O nordeste brasileiro € o maior produtor desta espécie no
Brasil (SINGH et al., 2002), onde a colheita de suas vagens e seu consumo
ocorre na época de plena maturagdo ou até mesmo antes, quando os graos
ainda estdo verdes. As vagens sdo lisas e cilindricas, com numerosas
sementes. Estas podem ser encontradas desde a cor branca até uma cor
amarelada. Possuem hilo de cor castanha ou negra, que permite a facil
identificagdo (Figura 1.3).
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Figura 1.3 Esquema representativo da espécie Vigna unguiculata e suas sementes.
a) caracteristicas da planta como folhas trifolioladas, vagem e flor. b) grios
armazenados de vigna unguiculata. Fonte: ptwikipedia.org. Acesso em
28/02/2013.

a)

1.7 Vicilinas, proteinas multifuncionais, desde o armazenamento de
aminoacidos a protegdo contra o ataque de insetos

As proteinas mais abundantes em sementes de leguminosas sdo as
globulinas, que compreendem as leguminas (11S) e as vicilinas (7S), que
representam aproximadamente 80% das proteinas totais de sementes
maduras. As globulinas de sementes, tipicamente classificadas como
vicilinas consistem em uma combina¢do de subunidades com massa
molecular que varia de 150 a 190 kDa (Figura 1.4). Nestas subunidades de
vicilina, ndo ha presenga de pontes dissulfeto e a proteina é estabilizada por
forcas ndo covalentes.
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Vicilinas s3o tradicionalmente conhecidas como proteinas de
armazenamento de sementes, do tipo globulinas 7S, encontradas em
sementes de leguminosas e varias outras plantas (SHUTOV et al.,
1995). Entretanto, desde os anos 90, fungdes adicionais foram inferidas
a partir de suas relagdes filogenéticas ou propriedades quimicas e
experimentalmente confirmadas como atividade inseticida (MACEDO
et al., 1993; MOTA et al., 2003; PAES et al., 2008), envolvimento em
processos de dessecagdo/re-hidratacio (BAUMLEIN et al., 1995;
SHUTOV et al., 1998), atividade de ligacdo de sacarose (BRAUN et al.,
1996) e atividade anti-microbiana (GOMES et al., 1997; MARCUS et
al., 1999; NG, 2004; MANNERS, 2007). As vicilinas apresentam um alto
grau de polimorfismo, no entanto, estas apresentam uma quantidade
significativa de homologia em sua sequéncia e possuem semelhangas
estruturais em suas conformagdes tridimensionais (LAWRENCE et al.,
1994; SHUTOV & KAKHOVSKAYA, 2011).

Essas proteinas possuem uma propriedade comum de
armazenamento, sdo sintetizadas em niveis elevados e armazenadas em
corpos proteicos, agindo como uma reserva de nitrogénio ou doando
aminoacidos durante a germinagdo da planta. Algumas proteinas de
armazenamento podem contribuir para mecanismos de defesa da semente,
como verificado em cultivares resistentes de V. unguiculata a C. maculatus
ou a ingestdo de vicilinas por insetos ndo-adaptados (MACEDO et al.,
1993; YUNES et al., 1998; MOTA et al., 2003; PAES et al., 2008).
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Figura 1.4 Representacdo da estrutura quartendria da vicilina de Vigna radiata,
apresentando trés subunidades, onde a cor roxa representa duas subunidades
idénticas e a cor amarela a subunidade diferente da proteina. Fonte: NCBI - PDB
ID: 2CV6. Acesso em 28/02/2013.

Como sabemos, as sementes de feijao caupi sdo fortemente atacadas
por C. maculatus, principalmente quando armazenados. Com isso, vem-se
criando varios linhagens resistentes deste feijao ao inseto (SINGH, 1985).
Podemos citar a linhagem TVu 2027, que deu origem a varias outras, como
IT81D-1032, IT81D-1064 e IT81D-1045, mostrando diferentes niveis de
resisténcia ao caruncho do feijao (SINGH & SINGH, 1990). A resisténcia
conferida a estes feijoes variantes foi atribuida a varios fatores, que na sua
maioria, s3o de natureza quimica. Inicialmente Gatehouse e colaboradores
(1979) propuseram que a resisténcia observada estava associada a altos
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niveis de inibidores de tripsina nessas sementes. Entretanto, outros
trabalhos ndo mostraram uma correlagdo entre os niveis de tripsina, de
inibidores proteinases cisteinicas ou inibidores de a-amilases e a resisténcia
a infestagdo destes insetos nas sementes (BAKER, 1989; XAVIER-
FILHO et al., 1989; FERNANDES et. al., 1993; REIS et. al., 1997).
Posteriormente, estudos adicionais, sugeriram que a resisténcia observada
nas sementes da linhagem variante IT81D-1045 estd associada a forma
variante da vicilina (proteina de armazenamento, globulina 7S)
(MACEDO et al., 1993), que ¢ resistente a digestdo das proteases
intestinais, limitando a oferta de alimento as células (XAVIER-FILHO,
1991; SALES et al., 1992; MACEDO et al., 1993).

Estudos quimicos e imunoldégicos posteriores mostraram que a
vicilina variante IT8§1D-1045 tinha um grande poder de se ligar a estruturas
do intestino médio que contém quitina (SALES et al., 1996; FIRMINO
et al., 1996; GOMES et al., 1997; YUNES et al., 1998), aderindo-se
nos apices epiteliais das células intestinas das larvas (SALES et al., 2001),
um mecanismo similar & agdo das lectinas, que estdo envolvidas nas
defesas das plantas contra insetos e patdogenos (CHRISPEELS &
PAIKHEL, 1991). Sabe-se também que alguns epitélios intestinais de
insetos e invertebrados apresentam quitina, formando uma estrutura
chamada de membrana peritrofica, responsavel por facilitar a reciclagem
de enzimas digestivas, proteger o epitélio intestinal de abrasdo de algumas
particulas de alimentos, do ataque de microrganismos e outras funcdes
(TERRA, 2001). Desta forma, as proteinas que se ligam aos dominios de
quitina afetam a fisiologia normal da membrana peritrofica, alterando sua
permeabilidade (EISEMANN et al., 1994; TELLAM & EISEMANN,
1998; HARPER et al., 1998; WANG & GRANADOS, 2001). Em duas
espécies de insetos pragas, cujas larvas reconhecidamente possuem
membrana peritrofica quitinosa, tiveram o seu desenvolvimento afetado
pela ingestdo de vicilinas de V. unguiculata. A lagarta do cartucho da
cana (Diatraea saccaralis) (Lepidoptera) (MOTA et al., 2003) e as
larvas do besouro Tenebrio molitor (PAES et al., 2008) quando
alimentadas com vicilinas incorporadas na dieta ndo se desenvolveram
bem. Os dados publicados nesses trabalhos mostraram que de fato a
vicilina de feijdo € capaz de se ligar na membrana peritrofica de insetos
nao adaptados levando a antibiose. Por outro lado, como carunchos néo
possuem membrana peritrofica definida (VATS, 1976), esta condigdo
deve representar uma pré-adaptagdo para se alimentar de sementes de
leguminosas. No caso dos efeitos associados as vicilinas variantes em C.
maculatus, Sales et al. (2001) propuseram que essas proteinas se ligam
na superficie das membranas microvilares intestinais, hipoteticamente
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em moléculas de natureza quitinosa. Segundo esses autores, baseados
em dados de imunocitolocalizagdo ao nivel ultra-estrutural, as vicilinas
variantes se concentram nas microvilosidades dos enterocitos, dessa
forma interferindo na fisiologia digestiva das larvas. Posteriormente se
obsevou que de fato as vicilinas de V. unguiculata sdo absorvidas
intactas através do epitélio intestinal e sdo depositadas nas células do
corpo gorduroso (UCHOA et al., 2006). Estes dados que apontam para
uma rota inusitada das vicilinas no interior das larvas do caruncho,
também abrem novas perspectivas para alvos de atuacdo das vicilinas
variantes. E possivel que as vicilinas possam desestabilizar os orgdos
internos das larvas (FITCHES et al., 2001).

1.8 Absor¢do de proteinas em intestino de insetos

Apesar de muitas proteinas toxicas de origem vegetal poder
exercer seus efeitos apos a interacdo com enzimas digestivas ou
constituintes na superficie do epitélio intestinal de insetos, a
possibilidade de absor¢do dessas proteinas e agdo em Orgaos internos
desses animais também pode ser importante, ainda que pouco seja
conhecido sobre os possiveis efeitos sistémicos de proteinas de defesas
vegetais, uma vez atravessada a barreira do epitélio intestinal. Dados
sobre a absor¢do de proteinas intactas que cruzam o epitélio do intestino
médio de insetos tém recebido limitada atencdo, apesar que esse
fendmeno ¢ conhecido desde a década de 40 do século passado
(WIGGLESWORTH, 1943). No entanto, recentes estudos tém fornecido
evidéncias que a absor¢do, interiorizacdo e ag¢do de proteinas exogenas
em 6rgdos internos, além de se tratarem de processos importantes, sdo
comuns nos insetos (ver revisio em JEFFERS & JOE, 2008). Nos
mamiferos, o processo de absorcdo de proteinas inteiras através do
epitélio intestinal ja € bem conhecido (SUGIMURA et al., 2001).

A capacidade de algumas proteinas e peptideos para atingir o
ambiente interno através do epitélio intestinal de insetos esta sendo
considerado como um método promissor para a interiorizagdo de
inseticidas na hemocele (CASARELLI et al., 2005; JEFFERS & ROE,
2008; FIANDRA et al., 2009).

Em carunchos pragas de feijdo ja foi mostrado que proteinas
toxicas, como por exemplo, as arcelinas, ndo somente se ligam a parede
do intestino, mas sdo também encontradas nos 6rgaos internos das larvas
de Zabrotes subfasciatus (PAES et al., 2000). Em larvas do bicho-da-
seda, Bombyx mori, uma urease de sua dieta é especificamente absorvida
durante o ultimo instar larval, e é encontrada circulando na hemolinfa
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(SUGIMURA et al., 2001; KURAHASHI et al., 2005). Lectinas como,
por exemplo, a GNA (aglutinina de Galantus nivalis), ¢ PHA
(fitohemaglutinina de Phaseolus vulgaris) se ligam ao tecido do
intestino médio e foram detectadas em oOrgdos internos das larvas da
mariposa do tomate Lacanobia oleracea (FITCHES et al., 2001, 2002).
Informagdes sobre a transloca¢do de albumina do intestino médio da
lagarta de B. mori indicam que esta proteina modelo cruza a barreira
intestinal das larvas em uma forma nd3o processada, através do
mecanismo da transcitose (CASARELLI et al., 2005).

A ocorréncia de vicilinas variantes expressas em sementes de V.
unguiculata tem sido relacionada diretamente ao efeito toxico dessas
globulinas ao caruncho C. maculatus (MACEDO et al., 1993;
MACEDO et al., 1995). E conhecido que estas proteinas toxicas nao
causam efeitos agudos sobre as larvas do bruquideo, mas é considerado
afetar cronicamente estes insetos, tal que as larvas de C. maculatus
foram capazes de sobreviver em sementes resistentes por trés meses
apos a postura dos ovos (MACEDO et al., 1995). Sendo assim, se
levantaram as razdes de porque as larvas de carunchos estariam
absorvendo essas proteinas, pois € sabido que vicilinas sdo capazes de
interromper o desenvolvimento normal de insetos ndo adaptados
(MOTA et al., 2003; UCHOA et al., 2006; PAES et al., 2008).

Cada vez mais estudos vém revelando propriedades anti-fingicas
associadas a peptideos liberados a partir de protedlise parcial de
moléculas de vicilinas em plantas (CHUNG et al., 1997, MARCUS et
al., 1999; WANG et al., 2001; MARCUS et al., 2008). Evidéncias
crescentes sugerem que durante a germinagdo, processos finamente
regulados de protedlise geram peptideos anti-flingicos que sdo liberados
para o meio circundante a fim de proteger a plantula durante os estagios
precoces de seu estabelecimento (MARCUS et al., 2008).

Tem sido mostrado que as vicilinas pertencem a uma
superfamilia funcionalmente relacionada a dessecag¢do celular e a
processos de hidratagdo durante a germinagdo de sementes e
esporulacio de alguns fungos (BAUMLEIN et al., 1995). No niicleo de
embrides de ervilha dormente (Pisum sativum), foi descrito uma
proteina (p16) que compartilha algumas propriedades com desidrinas,
que se acredita protegem estruturas celulares contra a dessecagdo. Foi
proposto por BAUMLEIN e colaboradores, que o possivel polipeptideo
precursor desta proteina (p54) pertence a superfamilia de vicilinas,
membros que exibem uma ampla variedade de fungdes (CASTILLO et
al., 2000).
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Como os carunchos pragas de feijoes se desenvolvem dentro de
sementes secas, especula-se que as larvas destes insetos se adaptaram a
esse ambiente acumulando vicilinas na hemolinfa e no corpo gorduroso
de forma a evitar o estresse osmotico. De fato, larvas que se
desenvolveram em sementes mais secas do que sementes controle
absorvem mais vicilinas (SOUZA et al., 2010).

Alguns experimentos mostraram que vicilinas absorvidas pelas
larvas sdo mantidas nos adultos e proteolisadas no corpo gorduroso e os
peptideos liberados sdo posteriormente detectados nos ovos depositados
pelas fémeas de C. maculatus, presente, possivelmente, para compor a
resisténcia humoral dos ovos, sendo uma barreira quimica ao ataque de
microrganismos (SOUZA, 2009; SOUZA et al., 2010).

Trabalhos demonstraram que as vicilinas em geral tinham
capacidade de se ligar a membranas no interior do intestino médio das
larvas (SALES et. al., 2001), por possuirem capacidade de se ligarem a
quitina (SALES et. al., 1996, FIRMINO et. al., 1996). Dados publicados
mostram que as larvas de bruquideos ndo possuem membrana
peritrofica, o que pode representar uma pré-adaptagdo para se
alimentarem de vicilinas. A maioria dos insetos apresenta essa estrutura
anatdmica no trato intestinal e consequentemente a ingestao de vicilinas
incorporada na dieta afeta a funcionalidade da membrana peritréfica em
insetos ndo adaptados a ingestdo de vicilinas, como observado nas larvas
de D. saccharalis (MOTA et. al., 2003) e de T. molitor (PAES et. al.,
2008).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar a presenca de vicilina e o processo de absorcdo
destas proteinas no trato digestorio de Callosobruchus maculatus e qual
mecanismo estd associado a resisténcia associada a vicilinas ao
caruncho Callosobruchus maculatus.

2.2 Objetivos Especificos

- Investigar a presenga de vicilinas do feijao de corda no corpo
gorduroso e epitélio intestinal durante todo o desenvolvimento larval de
C. maculatus.

- Identificar qual rota de absor¢do estd envolvido na passagem
das vicilinas nas larvas de C. maculatus em diferentes periodos.

- Identificar e quantificar a vicilina encontrada no trato digestorio
das larvas.

- Isolar as vesiculas contendo vicilina das células do corpo
gorduroso para caracterizar as proteases envolvidas na hidrolise da
proteina.

- Identificar as atividades proteoliticas presentes nas vesiculas do
corpo gorduroso de C. maculatus.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Colonia de Insetos

As colonias de C. maculatus foram mantidas em sementes de V.
unguiculata, previamente desinfestadas por congelamento a -20 °C de
qualquer infestagdo anterior de campo. Essas colonias permaneceram
numa sala incubadora a temperatura de 29 *+1 °C e umidade relativa de
70%, no Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular de Insetos do
Departamento de Bioquimica — CCB - UFSC. Para os experimentos
foram usadas larvas de C. maculatus do primeiro ao quarto instar.

32 Experimento de Resisténcia de V. unguiculata ao C. maculatus

Neste experimento foram utilizados 10 viveiros. Destes viveiros,
5 possuiam 10 sementes de feijdo suscetivel (fradinho) e 5 viveiros
possuiam 10 sementes de feijao da linhagem IT81D-1053. Em cada um
destes viveiros as sementes foram infestados com 2 fémeas de C.
maculatus, onde estas permaneceram por 24h para postura de ovos.
Apds este periodo, os graos foram examinados e o excesso de ovos foi
retirado com a ajuda de um bisturi. Desta forma foi possivel deixar
apenas 1 ovo por feijao. Com isso, foi possivel acompanhar a média de
distribuicdo da frequéncia dos dias de emergéncia de adultos, assim
como a percentagem de sobrevivéncia. Os dados foram expressos com o
indice de Howe log (S/T), onde S ¢ a percentagem de sobrevivéncia e T
a média dos dias de emergéncia (HOWE, 1971).

33 Alimentagdo de Larvas Usando Sementes Artificiais

Para acompanhar o destino das vicilinas de cultivares suscetivel
(fradinho), resistente (IT81D 1053) e Phaseolus vulgaris (feijdo preto
comum) em C. maculatus apds ingestdo das sementes pelas larvas, essas
proteinas foram quimicamente marcadas com FITC (isotiocianato de
fluoresceina, ver item 3.4). Ambos os complexos, vicilina
suscetivel/FITC, vicilina variante/FITC e faseolina/FITC, foram
misturados com farinha de semente de V. unguiculata suscetivel usada
como excipiente na concentragdo de 0,5% (m/m). A mistura foi inserida e
compactada no interior de capsulas de gelatina com o auxilio de espatulas
e bastdes de vidro. As larvas retiradas das sementes de V. unguiculata
suscetiveis foram transferidas para capsulas de gelatina no inicio do
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primeiro e do quarto instar, quando as larvas estdo ativamente
consumindo sua dieta. As larvas foram transferidas, uma para cada
metade da capsula, em uma cavidade produzida na massa compactada de
farinha em cada metade da céapsula, perfazendo um niimero amostral de
10 individuos. Em seguida, as duas metades foram cuidadosamente
encaixadas de forma a permitir os movimentos necessarios para a
alimentacdo das larvas.

As larvas utilizadas como controle (10 larvas) também foram
alimentados em capsulas artificiais, mas na sua dieta encontrava-se apenas
farinha de sementes de V. unguiculata, sem marca¢do com FITC.

Apos alimentagdo por 24 horas com farinha marcada, as larvas
foram retiradas das capsulas e dissecadas imediatamente ou foram
transferidas novamente para sementes artificiais contendo apenas farinha
de sementes de V. unguiculata suscetivel sem marcagdo (mesma dieta
controle), onde permaneceram por mais 48 horas. Depois deste periodo,
as larvas foram retiradas das céapsulas e dissecadas imediatamente ou
processadas para microscopia.

34 Marcagao de Vicilina com FITC (Isotiocianato de Fluoresceina)

O FITC foi covalentemente incorporado a vicilinas de V.
unguiculata suscetiveis, V. unguiculata variante (genotipo IT81D-1053)
e faseolina (Phaseolus vulgaris). O FITC (50 mg em 1 mL de dimetil
sulfoxido anidro) foi imediatamente diluido em tampao bicarbonato 0,75
M, pH 9,5 antes do uso. Apds a adig@o de FITC, para dar uma razdo de
1 mg por mg de vicilina, o frasco usado foi revestido por papel aluminio
e incubado constantemente sob movimento rotacional a temperatura
ambiente por uma hora. O FITC néo incorporado em vicilina e faseolina
foi removido por didlise contra agua destilada. A solugdo resultante foi
liofilizada para posterior utilizacao.

3.5 Preparacdes das Amostras de Insetos para Microtomia

Apbés 48 horas de pulso de alimentacdo das larvas, estas foram
transferidas para solugdes de sacarose de diferentes concentragdes
crescentes. Nesta etapa as amostras passaram por trés imersdes de
sacarose. A primeira imersdo em 5% de sacarose (m/m) e a segunda
imersdo em 15% de sacarose (m/m) onde permaneceram por 3h em cada
uma das imersdes. Na terceira e ultima imersdo, as amostras foram
submetidas a sacarose 30% (m/m) onde permaneceram por 18h.

Apds os banhos de sacarose, as amostras foram seccionadas ao
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Criostato Leica (Modelo CMI1850, localizado no Laboratorio
Multiusuario de Estudos em Biologia — LAMEB - UFSC). As larvas
foram colocadas em seus respectivos blocos e preenchidas com a resina
Tissue-Tek por 1h, na propor¢do de 2 larvas por bloco. As amostras
foram cortadas com uma espessura de 7um e montadas em laminas para
visualizagdo por microscopia de fluorescéncia.

3.6 Preparagdes das Amostras em Criostato para Microscopia de
Fluorescéncia

As laminas obtidas a partir dos cortes de criostato foram
analisadas em microscopia de fluorescéncia, onde foi utilizado o
microscopio Olympus (modelo BX-61). Para visualizagdo das amostras
foi utilizado um comprimento de onda de 495nm para excitagdo e
521nm para emissdo. Desta forma foi possivel obter imagens
fluorescentes, tanto de epitélio intestinal quanto de corpo gorduroso das
larvas.

3.7 Microscopia Confocal

Apos o periodo de alimentagdo com vicilina marcada com FITC,
as larvas foram dissecadas para obtengdo do corpo gorduroso, que
posteriormente foi utilizado para o isolamento das vesiculas. Para
visualizagdo e documentacdo da presenca de vicilinas marcadas as
amostras foram analisadas por microscopia confocal. Por¢des a fresco
de corpo gorduroso ou fragdes de centrifugagdo isopicnica foram
imediatamente montadas em laminas e laminulas e observadas em
microscopio confocal Leica DMI6000 B Microscope como descrito por
UCHOA et al., (2006).

3.8 Imunomarcagdo (imunogold) do epitélio intestinal de larvas de
Callosobruchus maculatus com anticorpo anti-vicilina IgG

Com a intengdo de identificar as vicilinas presente no epitélio do
intestino médio das larvas de C. maculatus foi necessario realizar a
técnica de imunomarcagdo em cortes ultrafinos utilizando anticorpo
policlonal anti-vicilina, em uma propor¢ao de 1:40.000. Para isso, larvas
de 4° instar foram alimentadas com vicilina suscetivel com e sem
marcacdo com FITC. As larvas alimentadas com vicilina suscetivel
foram transferidas para furos nas proprias sementes de Vigna
unguiculata, permanecendo 14 por 24 horas. Ja as larvas alimentadas
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com vicilina suscetivel/FITC foram transferidas para capsulas artificiais
contendo vicilina marcada, onde permaneceram por 24 horas. Apos este
periodo a alimentacdo sem marcagdo foi mantida por 48 horas. As larvas
controle foram retiradas diretamente dos viveiros. O experimento foi
realizado em triplicata.

As larvas de 4° instar foram dissecadas em fixador
glutaraldeido 0,3% em tampdo fosfato (Sorensen) 0,1 M pH 7,4 na
presenca de paraformoldeido 4%. O intestino médio das larvas foi
removido de forma intacta e permaneceu por um periodo de duas horas
no fixador. Apos fixa¢do as amostras passaram por 5 lavagens de 20
minutos cada em tampédo fosfato 0,1 M pH 7,4 a 4 °C. Os intestinos,
depois de lavados, foram desidratados em banho de alcool, sendo 70%
por 10 minutos, 95% por 15 minutos e dois banhos de alcool 100% por
10 minutos. Com as amostras fixadas e desidratadas, estas foram
embebidas em resina LR White onde permaneceram por 12 horas e
emblocadas em resina LR White recém-preparada e colocada no interior
de capsulas de gelatina por 72 horas a 58° C.

3.9 Isolamento de Vesiculas Presentes no Corpo Gorduroso dos
Insetos

Para obtengdo das amostras de vesiculas do corpo gorduroso, este
ultimo foi coletado com auxilio de pingas finas. Os corpos gordurosos
foram diretamente para tubos contendo tampao Tris/HCl 5 mM na
presenga de 215 mM de KCI, pH 6,8 sob banho de gelo. Estes foram
homogeneizados com o homogeneizador tipo Potter-Elvehjem munido
de um pistilo de teflon, através de movimentos manuais, mantendo-se o
material constantemente em banho de gelo. Estes movimentos foram
mantidos por 5 minutos segundo o protocolo desenvolvido por
SAMMOUR et al. (1984) com algumas modifica¢des introduzidas por
MACEDO et al. (1993; 1995).

Para obtencdo das fragdes soluveis, o homogenato do corpo
gorduroso foi submetido a fracionamento celular por centrifugacio
diferencial. O fracionamento consiste em realizar uma centrifugacéo a
600 x g por 10 minutos a 4 °C, descartando o sobrenadante e
resuspendendo o sedimento (P1). Esta amostra resuspensa (P1) foi
encaminhada a ultracentrifugacao, sendo aplicada gradiente de sacarose.
As vicilinas absorvidas sdo depositadas em vesiculas no citoplasma das
células do corpo gorduroso (UCHOA et al., 2006). Para isolamento
dessas vesiculas foi necessario o uso de ultracentrifugacdo em
gradientes de sacarose, onde 200 [JL de amostras suspensas de corpo
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gorduroso (P1) foram aplicadas no topo dos gradientes de sacarose (10-
40%, m/v) preparados em tampdo imidazol 5 mM contendo KCI 40
mM, pH 7,0. Os gradientes foram preparados sobre um colchao de 2 mL
feito de uma solugdo de sacarose 50% (m/v). Em seguida, os tubos
foram centrifugados (4 °C) a 96.000 g por 4 horas. As fragdes contendo
vicilinas foram coletadas a partir da interface de cada camada com o
auxilio de pipeta Pasteur. As vesiculas isoladas e coletadas foram
submetidas a trés congelamentos/descongelamentos seguidos para o
rompimento da membrana celular. Apés isso foram centrifugadas a
25.000 g por 30 minutos, separando-as em sedimento e sobrenadante, o
qual continham as vesiculas.

3.10  Determinagoes de Proteinas

As determinagdes de proteina foram feitas a partir de método de
Bradford (1976), usando como padro ovo albumina.

3.11  Eletroforeses em Gel de Poliacrilamida Contendo SDS (Lauril
sulfato de s6dio)

As proteinas foram separas por eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo SDS (LAEMMLI, 1970). Foram utilizadas
placas de vidro de tamanho 8 x 10 cm e espacadores de 1,0 mm. O gel
de separacdo de acrilamida 10 % foi preparado misturando-se: 3,34 mL
de solugdo acrilamida-bisacrilamida (30:0,8), 4,01 mL de agua destilada,
2,5 mL de tampao Tris/HCI 1,5 M, pH 8,8, 0,1 mL de SDS 10 %, 0,05
mL de persulfato de amoénio 10 % (APS), 0,005 mL de TEMED,
perfazendo um volume final de 10,005 mL. O gel de aplicagdo
(“stacking™) foi preparado misturando-se: 2,1 mL de 4dgua destilada, 0,5
mL de acrilamida-bisacrilamida 30 %, 0,38 mL de tampao Tris/HCI 1,0
M pH 6,8, 0,05 mL de SDS 10 %, 0,025 mL de persulfato de amonio 10
% (APS), e 0,005 mL de TEMED, perfazendo um volume final de 3,06
mL. O tampao de corrida utilizado na cuba de eletroforese foi o tampao
Tris 25 mM, glicina 192 mM e SDS 0,1 %, pH 8,3. As amostras foram
dissolvidas em tampao de amostra (Tris/HCl 0,5M pH 6,8 contendo
agua destilada, glicerol 10%, SDS 10 %, 2-B-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
separacdo, entdo foi elevada até 150 V e mantida constantes durante
aproximadamente 1 hora. Apods a corrida, o gel foi corado com
Coomasie blue R ou com nitrato de prata como descrito no item abaixo.
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Foram utilizados como marcadores de massa molecular: BSA (66 kDa),
ovalbumina (45 kDa), anidrase carbdnica (29 kDa), tripsinogénio (24
kDa), B-lactoglobulina (18 kDa) e lisozima (14 kDa).

3.12  Coloragao por Precipitagdo com Nitrato de Prata

As proteinas dos géis foram submetidas a revelagdo por
precipitacdo com nitrato de prata (BLUM et al., 1987). Os géis foram
fixados em 50% de metanol + 5% de acido acético (20 minutos). Apés a
fixacdo, os géis foram incubados em 5% de metanol (10 minutos). Em
seguida foram lavados em agua ultrapura (2 horas ou overnight). Apds
este periodo os géis foram sensibilizados com 0,02% de tiossulfato de
sodio (1 minuto), lavado com agua ultrapura (1 minuto), e precipitados
com 200 mg de AgNO; / 100 mL (20 minutos). Apos a precipitacdo os
géis foram lavados com agua ultrapura (1 minuto). A revelagdo foi feita
com carbonato de sodio 2% + 1,08% de formaldeido 100%.A produgao
de cor foi parada com &cido acético 5% (20 minutos). Os géis foram
armazenados em 4acido acético 2%, para posterior analise e
documentagao.

3.13  Caracterizagdo das Proteases Presentes nas Vesiculas do Corpo
Gorduroso dos Insetos

A caracterizacdo parcial das proteases envolvidas no
processamento das vicilinas no corpo gorduroso foi feita a partir da
homogeneizacdo das vesiculas obtidas do corpo gorduroso apds ingestdo
de suas dietas, onde estas vesiculas foram isoladas por
ultracentrifugagdo. Para caracterizagdo da classe mecanistica das
proteases foram usadas combinag¢des de inibidores e substratos como
descrito por Silva et al., (2001). Com o intuito de caracterizar qual
classe mecanistica das proteases envolvidas na hidrdlise da vicilina,
foram utilizados alguns inibidores, como EDTA (acido etileno diamino
tetra acético), pepstatina A, PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil) e E-64
(trans-epoxisuccinil 4-guanidino butano). Estes foram incubados
juntamente com a vicilina 0,1% (m/m).

Nos ensaios de proteases usando como substrato vicilina 0,1 %
(m/v), aliquotas de 0,05 mL de fonte de enzima foram incubadas com
0,05 mL de solugdo de vicilina 0,1% em tubos de ensaio. Apds os
diferentes intervalos de tempo de incubagdo (1-24h), foram retiradas
aliquotas de 0,03 mL de cada tubo, onde foram transferidos para banho
de gelo e a reagdo foi imediatamente interrompida pela adigdo de 0,01
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mL de tampdo de amostra (Tris/HCI 0,5M pH 6,8 contendo agua

destilada, glicerol 10%, SDS 10 %, 2-B-mercapto-etanol e 1 % de azul
de bromofenol).
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4 RESULTADOS
4.1 Experimento de resisténcia de Vigna unguiculata ao C.
maculatus

Os resultados obtidos mostram a resisténcia da linhagem ITB1D-
1053 sobre o C. maculatus. Apos 10 (dez) dias da ovoposicao, os
viveiros foram conferidos a fim de verificar a entrada do embrido no
grao. Os resultados mostrados indicam que ndo ha diferenca estatistica
quanto a ovo posicdo, ou seja, os embrides se desenvolvem
naturalmente, eclodindo e se dirigindo ao interior do gréo. Os viveiro 1
e 3 de sementes variantes (IT81D-1053) apresentaram eclosdo de 8
embrides vidveis, sendo dois a menos que o total de 10 (Figura 4.1).
Estes mesmos viveiros, em sementes suscetiveis (fradinho),
apresentaram um total de eclosdo de 9 embrides vidveis, um a menos
que o total de 10 (Figura 4.1). Mesmo com um N de eclosdo menor em
sementes variantes, a estatistica mostra que nao ha diferenca
significativa entre as duas linhagens.

Figura 4.1 Distribui¢do do nimero de embrides vidveis que eclodiram na
superficie para o interior do grdo do feijdo. As sementes suscetiveis (fradinho) e
variantes (IT81D-1053) foram infestadas com apenas um ovo de
Callosobruchus maculatus por feijdo, sendo um total de 10 feijoes por viveiro.
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A partir deste passo, entrada do embrido nos cotilédones, as
larvas que se desenvolvem em sementes variantes comegaram a sofrer
um atraso no seu desenvolvimento e posteriormente as leva a morte.
Nossos resultados também mostram que 0s ovos postos em sementes
resistentes (IT81D-1053) ndo chegam a emergir como adultos,
morrendo entre o 2° ¢ o 3° instar, mesmo depois de 90 dias apds a
ovoposicdo. Quanto a emergéncia dos adultos na semente controle
suscetivel, verificaram-se uma sobrevivéncia de 100% e uma média dos
dias de emergéncia de 36,42+0,59 dias, o que resulta em um indice de
Howe de 0,054. Este valor indica que a linhagem IT81D-1053 ¢
resistente ao inseto C. maculatus.

A partir deste experimento foi possivel verificar que as larvas que
se desenvolvem em sementes suscetiveis seguem seu crescimento
normalmente, seguindo seu estagio de pupa até emergir como adulto. Ja
as larvas submetidas a desenvolvimento em sementes variantes (IT81D-
1053) cessam seu crescimento a partir do 15° dia de ovoposicao (Figura
4.28), permanecendo no mesmo tamanho até sua morte.

Figura 4.2 Desenvolvimento larval de Callosobruchus maculatus submetido a

crescimento em diferentes feijoes suscetivel (fradinho) e resistente (IT81D-
1053) entre o 15 e 20° dia. Barra — 0,5 cm.

Dias depois da oviposicao

Suscetivel

IT81D-1053

4.2 Analise da distribuicdo de vicilinas em oOrgdos internos das
larvas de C. maculatus

Os resultados morfologicos obtidos através da microscopia de
fluorescéncia mostraram que as larvas submetidas a alimentacdo
artificial de sementes, apresentaram caracteristicas diferentes, conforme



43

sua dieta e idade das larvas. As larvas de 1° instar (11 dias de
desenvolvimento), alimentadas com as diferentes dietas (suscetivel e
IT81D-1053) ndo mostraram diferenca significativa em relagdo a
fluorescéncia emitida na por¢do apical das células do epitélio intestinal
(Figura 4.3). Enquanto que as larvas alimentadas com dieta rica em
faseolina apresentaram uma maior fluorescéncia no epitélio intestinal,
quando comparado com as outras dietas, suscetivel e variante (Figura
4.4). Entretanto, nas duas dietas testadas, as larvas mostravam-se ativas
quanto a sua alimentagdo e desenvolvimento. Em geral as larvas de 1°
instar apresentaram uma grande intensidade de fluorescéncia no epitélio
intestinal e pouca quantidade no corpo gorduroso.

Figura 4.3 Larvas de 1° instar de Callosobruchus maculatus alimentadas com
vicilinas marcadas com FITC, suscetivel e variante. a) Larvas alimentadas com
vicilina suscetivel por 24hs. b) Larvas alimentadas com vicilina variante
(IT81D-1053) por 24hs. Apdés o pulso de alimentagdo, as larvas foram
transferidas para alimentacdo controle por 48hs e depois deste periodo elas
foram preparadas para microscopia. Ep — Epitélio intestinal, CG — Corpo
gorduroso. Aumento de 10x.

50um 50 pm
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Figura 4.4 Larvas de 1° instar de Callosobruchus maculatus alimentadas com
vicilinas marcadas com FITC, suscetivel e faseolina. a) Larvas alimentadas com
vicilina suscetivel por 24hs. b) Larvas alimentadas com faseolina — Phaseolus
vulgaris (pertence a familia das vicilinas) por 24hs. Apos o pulso de
alimentagdo, as larvas foram transferidas para alimentagdo controle por 48hs e
depois deste periodo elas foram preparadas para microscopia. Ep — Epitélio
intestinal; CG — Corpo gorduroso. Aumento de 10x.

S0 pm

Ja as larvas de 4° instar de animais alimentados com
vicilina/FITC suscetivel apresentaram maior fluorescéncia em seu corpo
gorduroso. No 4° instar o epitélio do intestino médio ndo foi tdo
aparente (Figura 4.5), indicando auséncia de vicilina marcada neste
tecido. Por outro lado, as larvas alimentadas com vicilina/FITC da
linhagem variante (IT81D-1053) e faseolina/FITC (pertencente a familia
das vicilinas — Phaseolus vulgaris) apresentaram pouca fluorescéncia
em seu corpo gorduroso. Ao contrario dos animais alimentados com
vicilina/FITC suscetivel, a maior fluorescéncia observada foi no epitélio
intestinal, acumulando-se no 4&pice das células, apresentando
comportamento muito semelhante (Figura 4.6), ao seu modo de
interiorizagdo nas células do intestino médio.
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Figura 4.5 Larvas de 4° instar de Callosobruchus maculatus alimentadas com
vicilinas marcadas com FITC, suscetivel e variante. a) Larvas alimentadas com
vicilina suscetivel por 24hs. b) Larvas alimentadas com vicilina variante
(IT81D-1053) por 24hs. Apdés o pulso de alimentacdo, as larvas foram
transferidas para alimentacdo controle por 48hs e depois deste periodo elas
foram preparadas para microscopia. Ep — Epitélio intestinal; CG — Corpo
gorduroso. Aumento de 10x.

S0um
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Figura 4.6 Larvas de 4° instar de Callosobruchus maculatus alimentadas com
vicilinas marcadas com FITC, suscetivel e faseolina. a) Larvas alimentadas com
vicilina suscetivel por 24hs. b) Larvas alimentadas com faseolina — Phaseolus
vulgaris (pertence a familia das vicilinas) por 24hs. Apos o pulso de
alimentagdo, as larvas ndo foram transferidas para alimentagdo controle por
48hs Ep — Epitélio intestinal; CG — Corpo gorduroso. Aumento de 10x.

50um

Outro experimento realizado foi a alimentacdo das larvas com
vicilina/FITC por 24 horas sem o retorno da mesma para alimentacio
controle, a qual ndo possuia marcagdo. Os animais submetidos a este
tratamento apresentaram vesiculas no interior das células epiteliais e no
seu corpo gorduroso (Figura 4.7).
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Figura 4.7 Larva de 4° instar de Callosobruchus maculatus alimentada com
vicilina variante marcada com FITC. Ap6s o pulso de alimentagdo de 24 horas,
as larvas foram preparadas para microscopia de criostato. Ep — Epitélio
intestinal; CG — Corpo gorduroso. Aumento de 40x.

S0 um

43 Deteccédo de vicilina por imunomarcagdo no epitélio intestinal
de larvas de C. maculatus

A partir dos resultados obtidos por microscopia de fluorescéncia,
foi possivel observar a formagao de vesiculas no corpo gorduroso e no
epitélio intestinal das larvas alimentadas com vicilina suscetivel e
vicilina suscetivel marcada com FITC. Com isso, realizamos
imunomarcacdo (imuno-gold) com anticorpo anti-vicilina IgG para obter
imagens em ultraestrutura do epitélio intestinal das larvas. Os resultados
mostram que ha o reconhecimento da presenca de vicilina no contetido
luminal, nas microvilosidades, no interior das células do epitélio
intestinal e principalmente em vesiculas formadas no interior celular
(Figura 4.8). As vesiculas formadas no interior das células epiteliais
podem ser vistas em toda a extensdo das células, desde a regido proxima
as microvilosidades até a lamina basal e musculos.
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Figura 4.8 Imunohistoquimica de microsse¢des do epitélio intestinal de
Callosobruchus maculatus para deteccdo de vicilinas suscetiveis e
suscetiveis/FITC. Imunomarcacdo (imunogold) com anticorpo anti-vcilina IgG.
A e B imagens em ultraestrutura do epitélio intestinal de larvas de
Callosobruchus maculatus alimentadas com vicilina suscetivel sem marcagéo;
C e D imagens em ultraestrutura do epitélio intestinal de larvas de
Callosobruchus maculatus alimentadas com vicilina suscetivel/FITC. L: limen;
Mv: microvilosidades; V: vesiculas; Setas: Vicilinas reconhecidas pelo
anticorpo.

4.4 Isolamento de Vesiculas Presentes no Corpo Gorduroso dos
Insetos

A fim de se obter fracdes enriquecidas das vesiculas isoladas do
corpo gorduroso onde as vicilinas sdo depositadas, as amostras de
corpos gordurosos foram submetidas a um fracionamento celular por
centrifugacdo diferencial. A partir desta etapa, estas foram submetidas a
microscopia confocal. Desta forma, viu-se que as vicilinas absorvidas
pelo epitélio intestinal das larvas sdo internalizadas em vesiculas do
citoplasma das células do corpo gorduroso. Com esta fracdo de vesiculas
do corpo gorduroso (Figura 4.9), foi possivel isola-las por meio de
ultracentrifugacdo em gradiente de sacarose (Figura 4.10).
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Figura 4.9 Imagem das vesiculas do corpo gorduroso obtidas através
fracionamento celular por centrifugacdo diferencial. As amostras
homogeneizadas de corpo gorduroso foram submetidas a fracionamento celular
por centrifugagdo diferencial, 600g x 10 minutos (P1), onde foi desprezado o
sobrenadante e ressuspenso o sedimento. Imagem de microscopia confocal.
Aumento 40x.

A partir deste isolamento de vesiculas por ultracentrifugacao foi
possivel verificar a atividade proteolitica e caracterizar parcialmente as
proteases envolvidas na hidrélise da vicilina.
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Figura 4.10 Detalhe da distribuicdo do gradiente de sacarose nos tubos de
ultracentrifugacdo. Gradiente de sacarose de 10 a 50% obtidas a partir de
ultracentrifugacdo. a) Detalhe da distribuic@o dos gradientes de sacarose 10 —
50% (m/m) b) Vesiculas isoladas entre as interfaces de 30 — 40% e 40 — 50% de

sacarose.
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4.5 Caracterizagao das Proteases Presentes nas Vesiculas do Corpo
Gorduroso dos Insetos

As proteases, depois de isoladas, foram ensaiadas com tampao
0,1 mM citrato/fosfato a fim de se verificar qual o pH mais apropriado
para as enzimas. Com a utiliza¢do do substrato vicilina 0,1% (m/m), foi
possivel determinar qual pH 6timo (pH 6timo 6,8) das vesiculas isoladas
a partir da ultracentrifugacdo (Figura 4.11).

Através da ultracentrifugacdo foi possivel ensaiar as duas fragdes
obtidas no gradiente de sacarose e o sedimento formado durante o
processo (Figura 4.12). Notou-se que estas duas fragdes de vesiculas
obtidas da ultracentrifugagdo possuiam as mesmas propriedades,
variando apenas em sua densidade. As vesiculas sdo compartimentos
subcelulares contornados por membrana, desta forma algumas podem
apresentar um maior conteudo interno, diferenciando sua densidade no
gradiente de sacarose.
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Figura 4.11 Ensaio de pH 6timo das vesiculas isoladas em gradiente de sacarose
por ultracentrifugacdo. As vesiculas foram ensaiadas por 24 hs em tampao
citrato/fosfato 0,1M com os respectivos pH em vicilina 0,1% como substrato.
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Figura 4.12 Analise do padrio de bandas obtidas a partir das fragdes de
vesiculas isoladas do corpo gorduroso de Callosobruchus maculatus. Gel de
eletroforese (SDS-Page 10%). Vc - vicilina controle; F1 — Fracdo de vesiculas
coletadas com baixa densidade; F2 — Frac¢ao de vesiculas coletadas com alta
densidade; Sed — Sedimento formado durante ultracentrifugacao.

Sed

Ve F1 F2

Outro experimento realizado foi o perfil temporal destas
vesiculas, para que pudéssemos observar qual peptideo ou proteina
estaria sendo hidrolisado primeiro, e consequentemente ter uma ideia de
qual classe mecanistica de proteases estdo envolvidas neste processo.
Com isso, realizamos incubagdes com diferentes intervalos de tempo,
variando entre 1 - 24 horas (Figura 4.13), onde podemos ver que as
vesiculas possuem atividade proteolitica sobre a vicilina, perceptivel
principalmente apo6s 18 horas de incubagdo. Nos tempos de 22 e 24
horas, as bandas com maior massa molecular foram completamente
degradadas. Nestes tempos a intensidade de cor migra para posicdes de
menor massa molecular.
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Figura 4.13 Time course da hidrélise da vicilina a partir de vesiculas isoladas do
corpo gorduroso de Callosobruchus maculatus. Gel de eletroforese (SDS-Page
10%). Incubado com as fragdes de vesiculas isoladas do corpo gorduroso com
vicilina 0,1% (m/m) em tampdo 0,ImM citrato/fosfato pH 6,8.Vc - vicilina
controle; 1 -24 — tempo de incubacdo em horas. Revelado com nitrato de prata.

1 6 12 14 16 18 20 22 24 Vc

Com o intuito de caracterizar qual classe mecanistica das
proteases estd envolvidas na hidrolise da vicilina, foram utilizados
alguns inibidores, como EDTA (acido etileno diamino tetra acético),
pepstatina A, PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil) e E-64 (trans-
epoxisuccinil 4-guanidino butano). Estes inibidores foram incubados
juntamente com a vicilina 0,1% (m/m). Em 12 horas de incubagdo o
EDTA atua inibindo completamente a acdo das proteases presentes em
vesiculas isoladas, tanto do sobrenadante quanto sedimento. Enquanto
os outros inibidores agem de forma parcial (Figura 4.14). Entretanto,
quando amostras de sedimentos sdo incubadas por 24 horas os
inibidores perdem sua capacidade de inibigdo, atuando de forma parcial
ou ndo apresentando capacidade inibitéria como o composto E-64
(Figura 4.14).
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Figura 4.14 Inibi¢do da atividade proteolitica das vesiculas isoladas do corpo
gorduroso de Callosobruchus maculatus. Gel de eletroforese (SDS — Page 10%)
realizado apos incubag@o dos inibidores com as fragdes de vesiculas isoladas do
corpo gorduroso com vicilina 0,1% (m/m) em tampdo 0,1mM citrato/fosfato pH
6,8. S/I — amostra incubada com vicilina 0,1% (m/m) sem a presenga de
inibidor. Amostras incubadas com vicilina 0,1% (m/m) e os inibidores. A:
amostras de sobrenadantes de vesiculas incubadas por 12 horas; B: amostras de
sedimentos de vesiculas incubadas por 12 horas; C: amostras de sedimentos de
vesiculas incubadas por 24 horas; D: amostras de sedimentos de vesiculas
incubadas por 24 horas.
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5 DISCUSSAO

5.1 Determinagdo da resisténcia da semente de V. unguiculata ao
caruncho C. maculatus

Os insetos, atualmente, vém sendo amplamente estudados por
apresentarem um grande espectro de enzimas digestivas expressas em
seu intestino médio. Desta forma, pode-se buscar novos mecanismos
associados a esta enorme capacidade de adaptacdo dos insetos. Como
consequéncia disso, tem-se procurado introduzir multiplos genes de
resisténcia as plantas, melhorando o desenvolvimento das geracdes
futuras das plantas. Ha estudos que demonstram um sinergismo quando
uma combinagdo de inibidores de proteases, de diferentes classes, sdo
utilizados sobre enzimas digestivas de insetos (CARLINI & GROSSI-
de-SA, 2002; AMIRHUSTIN et. al., 2007). Com isso, a busca por novas
proteinas toxicas, que afetem insetos-pragas, esta se tornando cada vez
mais criteriosa. Sendo necessdrio entender algumas propriedades
moleculares e seus mecanismos de acdo, a fim de realizar as
modificagdes estruturais necessarias.

Estudos publicados por Gatehouse e colaboradores em 1979 e
1985 (GATEHOUSE et. al., 1979, 1985; GATEHOUSE & BOULTER,
1983; REDDEN et. al., (1983) levaram a crer que os inibidores de
tripsina eram total ou parcialmente responsaveis pela resisténcia da
variedade de feijdo africana TVu 2027 a C. maculatus. Entretanto, em
trabalho publicado posteriormente, ficou claro que larvas de bruquideos
utilizam proteinases cisteinicas para digestdo de proteinas desta
variedade (KITCH & MURDOCK, 1986; LEMOS et al, 1987,
WIEMAN & NIELSEN, 1988;. CAMPOS et al, 1989; SILVA &
XAVIER-FILHO, 1991). Além disso, algumas sementes de V.
unguiculata ja se mostravam sensiveis ao C. maculatus, mesmo
possuindo uma grande quantidade de inibidores de tripsina. A
resisténcia de cepas/linhagens contra o C. maculatus foi depois
comprovada ser associada a ocorréncia de formas variantes das
proteinas de reserva conhecidas como vicilinas (MACEDO et al., 1993).

A toxicidade das vicilinas variantes também foi relacionada a
resisténcia a sua protedlise e com sua afinidade de ligacdo ao intestino
médio das larvas de C. maculatus (SALES et. al., 1992; MACEDO et.
al., 1993). A existéncia de algumas linhagens de vicilinas
variantes expressas em sementes de V. wunguiculata vem sendo
associadas ao efeito toxico das globulinas sobre seus predadores
(MACEDO et. al., 1993; MACEDO et. al.,, 1995). Nossos dados
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demonstram que a resisténcia associada a linhagem de V. unguiculata
IT81D-1053 ¢ muito maior que nas vistas anteriormente, onde Xavier-
Filho (1998) mostrou a resisténcia da linhagem IT81D-1045, porém,
nesta ultima, ainda havia emergéncia de C. maculatus, mesmo com
baixo percentual de sobrevivéncia e uma alta média dos dias de
emergéncia. Assim as vicilinas oriundas de feijdes resistentes vém
apresentando baixas taxas de digestibilidade, apresentando efeitos
antimetabolicos (SALES et. al., 2001).

5.2 Criostato e microscopia de fluorescéncia

As vicilinas variantes afetam o desenvolvimento das larvas do
caruncho C. maculatus por ligarem-se na superficie das células epiteliais
do intestino médio, ligando-se especificamente ao glicocalix (MACEDO
et. al., 1993; SALES et. al., 2001), porém ndo ha evidencias de danos
causados as células (SALES et. al., 2001). Estas formas variantes das
vicilinas também vém sendo relacionadas a interacdo com quitina ou
entdo com estruturas quitinosas (SALES et. al., 1996; FIRMINO et. al.,
1996; MOTA et. al., 2003). Este modo de agdo ¢ muito semelhante a
forma com que certas lectinas se ligam as microvilosidades do intestino
médio de insetos (ZHU-SALZMAN et. al., 1998; FITCHES et. al.,
2001). Em 2009, Souza demonstrou que larvas de C. maculatus
absorvem as vicilinas de forma intacta, sendo proteolisadas no corpo
gorduroso ¢ mantidas nos adultos. Além disso, os peptideos liberados
sdo posteriormente detectados nos ovos depositados pelas fémeas de C.
maculatus (SOUZA, 2009; SOUZA et. al., 2010). Esses dados vao de
encontro com os resultados obtidos por Sugimura e colaboradores
(2001), onde mostram que a urease da folha da amoreira é absorvida
intacta através do epitélio intestinal e hemolinfa de larvas de Bombyx
mori. Isto indica que o processo de transporte da vicilina pode ser
similar ao da uréase.

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que as larvas de 1°
e 4° instar submetidas a alimenta¢do artificial com vicilina
suscetivel/FITC (fradinho), apresentaram caracteristicas semelhantes
(Figuras 4.3 - 4.6), onde o epitélio intestinal apresentou visivelmente
menos intensidade de fluorescéncia, quando comparamos com larvas
alimentadas com vicilinas variantes e de faseolina (Phaseolus vulgaris),
demonstrando que a proteina estd sendo internalizada normalmente e
posteriormente proteolisada no corpo gorduroso das larvas. J4 as larvas
de 1° e 4° instar alimentadas com vicilinas variantes/FITC e
faseolina/FITC, apresentaram o mesmo padrao de fluorescéncia no
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epitélio intestinal, mostrando que o modo de interagdo com as células
pode ser o mesmo. Apesar desta diferenga visual, todas as larvas
testadas estavam em plena atividade de desenvolvimento, ou seja, se
alimentando ativamente.

Sales e colaboradores, em 2001, propuseram que o mecanismo de
resisténcia associado a vicilina é a presenga de quitina nas células do
intestino médio das larvas. Onde ficou demonstrado, através de
imunomarcagao, a presenga de quitina e vicilina, principalmente na area
apical das células do intestino médio das larvas. Uma inspecdo nas
micrografias publicadas nesse artigo (SALES et. al., 2001), entretanto,
permite se observar marcagdo também no interior dos enterdcitos ¢ no
corpo gorduroso. Mais tarde descobriu-se que o transporte de vicilinas
para a hemolinfa de larvas de C. maculatus poderia ser mediada por
receptores encontrados em microvilosidades do epitélio intestinal,
similar aos eventos de transcitose nos mamiferos neonatos
(SUGIMURA et. al., 2001).

Resultados de imunomarcagdo obtidos apds a alimentagdo de
larvas com vicilinas suscetiveis de sementes (sem marcagdo) e vicilinas
suscetiveis marcadas com FITC, mostram que a proteina ¢ internalizada
através do epitélio intestinal das larvas. Estas proteinas estdo presentes
no contedo luminal das larvas, em microvilosdades do epitélio
intestinal e no interior das células epiteliais, com formato muito
semelhante a vesiculas endociticas, sendo facilmente encontradas em
toda a extensdo das células do epitélio intestinal (Figura 4.8). Revendo
dados e analisando os resultados publicados em 2001 por Sales e
colaboradores, podemos concluir que as marcac¢des encontradas por eles
no apice das células do intestino médio das larvas, eram vicilinas ligadas
aos receptores presentes nas membranas das microvilosidades como
descrito por Uchoda e colaboradores em 2006. Neste contexto, nossos
resultados vém a acrescentar que o transporte de vicilinas do intestino
médio para o6rgdos internos das larvas pode ser mediado por endocitose
e que formas variantes de vicilina podem afetar a transcitose, se
acumulando no citoplasma dos enterdcitos e, assim, afetando a fisilogia
digestiva das larvas.

53 Caracterizagao das Proteases Presentes nas Vesiculas do Corpo
Gorduroso dos Insetos

Os insetos apresentam uma gama variada de enzimas digestivas,
que sdo encontradas e expressas nos compartimentos do intestino médio do
animal. O reconhecimento das classes mecanisticas responsaveis pela
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atividade proteolitica dos insetos ¢ extremamente importante para o
desenvolvimento de produtos com eficiéncia no controle de pragas,
baseando-se em agentes bioldgicos como inibidores de proteinases
(CARLINI & GROSSI-de-SA, 2002). Atualmente, hd poucos trabalhos
voltados a caracterizagdo dos diferentes grupos de enzimas digestivas
proteoliticas secretadas no interior do tubo digestivo dos insetos (TERRA
& FERREIRA, 2005; VINOKUROV et. al, 2006). Estudos anteriores
serviram como base para a compreensdo do mecanismo de agdo da
digestdo em insetos, apresentando detalhes como a variagdo do pH nos
diferentes compartimentos do tubo digestivo (TERRA et al., 1985;
VINOKUROV et al., 2006) e mostrando a distribuicdo das diferentes
classes mecanisticas de proteinases. As proteinases diferenciam-se em sua
localizagdo no intestino médio das larvas e no pH onde apresentam melhor
atividade proteolitica. As proteinases cisteinicas, por exemplo, estdo
localizadas na porgdo anterior do intestino médio, onde o pH é mais acido.
Ja as proteinases serinicas estdo localizadas em uma regido mais distal,
onde o pH no interior do [imem passa a ser mais alcalino (TSYBINA et.
al., 2005).

Nossos dados mostram que o pH 6timo das vesiculas isoladas ¢ 6,8
e até o periodo de incubagdo de 12 horas os inibidores atuam de forma
semelhante, inibindo totalmente ou parcialmente a atividade proteolitica.
Porém, ao incubarmos a vesicula com seu substrato por 24 horas, vimos
que os inibidores EDTA (acido etileno diamino tetra acético) e E-64 (trans-
epoxisuccinil 4-guanidino butano) perderam totalmente sua capacidade de
bloquear a reagdo, enquanto os inibidores PEP (pepstatina A) ¢ PMSF
(fluoreto de fenilmetilsulfonil) continuaram atuando, mesmo que
parcialmente. Estes dados nos levam a crer que ha uma combinagio de
enzimas atuando na hidrolise da vicilina. Desta forma, ao inibirmos a
protease responsavel pelo inicio do processo, estaremos reprimindo a acdo
da segunda protease no processo de digestdo. Assim, possivelmente, as
proteases envolvidas na hidrolise deste substrato no interior das vesiculas
sdo proteinases asparticas e serinicas, uma vez que foram inibidas por
Pepstatina A e PMSF que so tipicamente inibidores destas proteases.
Apesar de ndo conseguir estabelecer aqui qual ordem de classe mecanistica
¢ responsavel pelo inicio do processo de hidrolise da vicilina, estes dados
vém a acrescentar a importincia dessas enzimas na digestdo dos insetos.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostram que € possivel acompanhar o destino
das vicilinas absorvidas através do intestino médio das larvas de
Callosobruchus maculatus. Com isso, podemos concluir que as vicilinas
sdo consumidas pelas larvas e absorvida através das células epiteliais do
intestino médio. Assim elas se mostram presentes desde o inicio de sua
alimentac@o quando o embrido passa para o interior da semente do feijao-
de-corda (Vigna unguiculata), alimentando-se durante todo o periodo até
emergirem como adultos. Ao longo do desenvolvimento larval é possivel
identificar a presenga da proteina no interior das células do epitélio
intestinal, bem como em seu corpo gorduroso.

As vicilinas encontradas nas sementes do feijdo formam
aglomerados, chamados de corpos proteicos. Esses corpos proteicos sdo
digeridos no intestino médio das larvas e as vicilinas liberadas no interior
do conteudo luminal das larvas de C. maculatus. A partir das imagens
obtidas por imunomarcagao, fica evidente que vesiculas sdo formadas no
interior das células epiteliais do intestino médio das larvas, absorvendo a
vicilina que esta ligada ao seu receptor na membrana das microvilosidades.
Sugerindo que a rota de absor¢do dessa proteina até os 6rgdos internos das
larvas seja mediada por endocitose.

As vesiculas presentes no corpo gorduroso das larvas de C.
maculatus foram isoladas através ultracentrifugacdo, na qual o gradiente
descontinuo de sacarose mostrou-se eficiente. A partir do isolamento
dessas vesiculas foi possivel caracterizar parcialmente as classes
mecanisticas das proteases envolvidas na hidrolise da vicilina. Com os
dados obtidos, acreditamos que a atividade proteolitica no interior dessas
vesiculas ¢ realizada por pelo menos duas classes de proteases, as
asparticas e as serinicas. Porém, ndo foi possivel identificar qual classe
mecanistica € responsavel pelo inicio do processo de hidrélise da vicilina,
necessitando de estudos adicionais para sua total compreensao.

A forma variante da vicilina (IT18D-1053) se mostrou muito toxica
as larvas de C. maculatus, corroborando com dados ja publicados, onde a
resisténcia vem sendo atribuida as formas variantes das proteinas
globulinas presentes em sementes, principalmente em leguminosas.
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7 PERSPECTIVAS

Em relagdo aos trabalhos futuros, estes visdo esclarecer alguns
dados ja abordados nesta dissertagdo como o envolvimento das
proteases intestinais na digestao de proteinas, principalmente de
vicilinas. Desta forma, pretende-se aprofundar no entendimento e nas
formas de agdo das proteases intestinais.

A partir dos dados encontrados nesta dissertagdo, quanto ao
processo de endocitose, sdo necessarios estudos aprofundados sobre
quais processos endociticos ou quais mecanismos mediados por encitose
sdo responsaveis por realizar a absor¢ao das vicilinas. Com isso, €
necessario a utilizagdo de alguns inibidores visando o entendimento e a
identificag@o das classes de receptores responsaveis por esta
internalizagdo.

Outro ponto importante € a verificagdo da interagdo dos ligantes
aos receptores, calculando as constantes de dissociagdo das diferentes
vicilinas aos seus receptores.

Também pretende-se isolar os receptores presentes nas
membranas das microvilosidades, e posteriormente sequencia-los. Da
mesma forma, pretende-se sequenciar as vicilinas suscetiveis (fradinho)
e variantes (IT81D-1053), identificando os pontos de glicosilagdo
presentes nas estruturas das proteinas.
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