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RESUMO 

 

Sementes de feijão-caupi (Vigna unguiculata) fazem parte da dieta de várias 

populações do mundo. Estas sementes são atacadas por insetos, como o 

Callosobruchus maculatus, principalmente durante a estocagem. Inseticidas são a 

principal forma de controle desssas infestações, entretanto estes compostos podem 

causar contaminação alimentar, ambiental e selecionar insetos resistentes. Uma 

alternativa para minimizar o uso de inseticidas é a utilização de cultivares mais 

resistentes ao ataque dos insetos. Nove cultivares de feijão-caupi desenvolvidos pela 

EMBRAPA mostraram propriedades de resistência a infestação por C. maculatus, 

dentre eles o cv. BRS Xiquexique. Entretanto, estas características de resistência 

permanecem desconhecidas. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi isolar e 

caracterizar proteínas com afinidade à quitina do cv. BRS Xiquexique e testar a 

toxicidade para C. maculatus. Proteínas dos cotilédones foram extraídas e fracionadas 

em cromatografia de afinidade à quitina. As proteínas presentes na fração retida em 

quitina (CBP) foram identificadas por espectrometria de massas. Uma fração rica em 

vicilinas (CBV) foi isolada a partir da fração CBP. A toxicidade das proteínas contra o 

inseto foi avaliada por sistema de sementes artificiais. Os níveis de glicose, proteínas, 

triglicerídeos e atividade das enzimas amilases, proteases cisteínicas e lipases foram 

quantificados nas larvas. Estudos, in silico, foram realizados para identificar os sítios 

de ligação a quitina. Proteinas da fração CBP foram identificadas como vicilinas e 

quitinases. As frações CBP e CBV foram tóxicas para o inseto, diminuindo a massa e 

o comprimento das larvas. Os níveis das macromoléculas e a atividade das enzimas 

estavam alterados nas larvas sobreviventes. A hidrólise das vicilinas da fração CBV 

gerou peptídeos que mantiveram a afinidade a quitina. O monômero da vicilina e 

peptídeos resultantes da hidrólise foram modelados, submetidos a ligação com 

tetrâmero de N-acetilglicosamina e os sítios de ligação à quitina foram identificados. 

Nossos resultados sugerem que a toxicidade das sementes de cv. BRS Xiquexique 

para o inseto C. maculatus, pode estar relacionada, em parte, a presença de proteínas 

com afinidade à quitina. 

 

Palavras-chave: Vigna unguiculata; Callosobruchus maculatus; Cultivares 

Resistentes; Proteínas de Defesa; Quitinase; Vicilinas. 
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ABSTRACT 

 

Seeds of cowpea (Vigna unguiculata) are part of the diet of several populations in the 

world. These seeds are attacked by insects, such as Callosobruchus maculatus, 

mainly during storage. Insecticides are the main way to control these infestations, 

however these compounds can cause food and environmental contamination and 

select resistant insects. An alternative to minimize the use of insecticides is the use of 

cultivars that are more resistant to insect attack. Previous work identified some cowpea 

cultivars with some degree of resistance to infestation by C. maculatus, among them 

cv. BRS Xiquexique, however the resistance factors are still unknown. Thus, the 

objective of this work was to isolate and characterize chitin-binding proteins from cv. 

BRS Xiquexique and test the toxicity for C. maculatus. Cotyledon proteins were 

extracted and fractionated using chitin affinity chromatography. The proteins present 

in the chitin-binding proteins (CBP) were identified by mass spectrometry. A vicilin-rich 

fraction (CBV) was isolated from the CBP fraction. The toxicity of proteins to the insect 

was evaluated by an artificial seed system. The levels of glucose, proteins, 

triglycerides and activity of amylase, cysteine proteases and lipases enzymes were 

quantified in the larvae. In silico studies have been carried out to identify chitin-binding 

sites. CBP fraction proteins have been identified as vicillins and chitinases. The CBP 

and CBV fractions were toxic to the insect, decreasing the mass and length of the 

larvae. Macromolecule levels and enzyme activities were altered in the surviving 

larvae. The hydrolysis of the vicilins of the CBV fraction generated peptides that 

maintained the affinity to chitin. The vicilin monomer and peptides resulting from 

hydrolysis were modeled, subjected to docking with N-acetylglycosamine tetramer and 

the chitin-binding sites were identified. Our results suggest that the toxicity of cv. BRS 

Xiquexique for the insect C. maculatus, may be related, in part, to the presence of 

proteins with chitin affinity. 

 

Keywords: Vigna unguiculata; Callosobruchus maculatus; Resistant Cultivars; 

Defense Proteins; Chitinase; Vicilins.
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1 INTRODUÇÃO 

As sementes são unidades de reprodução fundamentais no processo de 

dispersão e na sobrevivência das espécies de angiospermas e gimnospermas (Beltrati 

e Paoli, 2012). Por definição uma semente é o óvulo desenvolvido depois da 

fecundação. Além disso, contém o embrião com ou sem reservas nutritivas, envoltos 

pelo tegumento (Vidal e Vidal, 2007). Devido à grande capacidade de sobrevivência, 

as sementes têm um papel importante na história da evolução das plantas superiores 

pois são consideradas responsáveis pelo sucesso da dominação de espermatófitas 

ao longo de milhões de anos (Raven et al., 2014). Esta capacidade de sobrevivência 

deve-se ao tecido de reserva que supre o embrião com energia e metabólitos 

necessários durante a germinação e até que a plântula se torne autotrófica. O papel 

do tegumento (ou testa) também é crítico pois protege o embrião do ambiente externo, 

representando uma barreira física e química (Moïse et al., 2005). Estas estruturas, 

então, fornecem à planta uma vantagem seletiva sobre os grupos ancestrais que não 

possuem sementes (Bewley e Black, 2013; Raven et al., 2014).  

 Sementes podem apresentar um ou mais de um cotilédone, classificando a 

planta como mono ou eudicotiledônea. A função dos cotilédones é armazenar 

reservas nutricionais e energia para o embrião durante a germinação (Raven et al., 

2014). As sementes ainda podem armazenar suas reservas no endosperma, como é 

o caso das sementes de gramíneas, popularmente conhecidas como cereais 

(Copeland e McDonald, 2001).  

Devido ao acúmulo de reservas que as sementes possuem – como proteínas, 

carboidratos e lipídeos – elas servem como base nutricional em grande parte dos 

países desenvolvidos e subdesenvolvidos do mundo (Asif et al., 2013). Além de serem 

usadas diretamente como alimentos, as sementes desempenham outras funções, 

sendo utilizadas na produção de bebidas, especiarias, óleos, na fabricação de 

medicamentos e para alimentação de animais. Os cereais são as sementes mais 

utilizadas na alimentação humana. Exemplos de cereais de grande importância para 

a alimentação são o arroz, trigo, milho, aveia, cevada, sorgo entre outros (Copeland e 

McDonald, 2001).  

Uma família tão importante quanto a dos cereais é a família Fabaceae, que 

inclui as sementes de leguminosas. As sementes de leguminosas são importantes 
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para o abastecimento alimentar dos seres humanos devido a seu alto valor nutricional, 

além disso, geralmente possuem mais proteínas do que as sementes de cereais 

(Copeland e McDonald, 2001). 

As leguminosas fazem parte de uma ordem de plantas em que o fruto é uma 

vagem. Sementes de leguminosas secas têm mais nutrientes do que verdes, devido 

a deposição e armazenamento de reservas durante o desenvolvimento. Além de 

possuírem alto valor nutritivo, as leguminosas são fonte de proteínas principalmente 

onde a proteína animal não é acessível a todas as pessoas (ONU, 2020). As 

leguminosas também são ricas em fibras, possuem níveis baixos de colesterol e 

possuem carboidratos de lenta absorção (Mudryj et al., 2014). Seu uso na dieta auxilia 

a controlar os níveis de açúcar. Devido a estas características, as leguminosas são 

recomendadas por profissionais de saúde como complemento no tratamento de 

doenças como diabetes, obesidade e problemas cardíacos (ONU, 2020). Diferente 

dos cereais, que possuem como tecido de reserva o endosperma e são ricos em 

amido, as leguminosas armazenam suas reservas principalmente nos cotilédones e 

são ricas em proteínas (Graham e Vance, 2003; Gallardo et al., 2008;).  

O ano de 2016 foi declarado o Ano Internacional das Leguminosas pela 

Assembleia Geral da Organização das Nações Unidas (ONU), no intuito de trazer a 

conscientização acerca da importância nutricional destes alimentos. Além disto, esta 

ação da ONU, também teve os objetivos de “ajudar a eliminar a fome, a in e a 

desnutrição" e "tornar a agricultura mais produtiva” (FAO, 2016). O consumo de 

leguminosas é frequentemente associado ao combate à desnutrição, situação que 

ameaça a saúde pública mundial (Nascimento, 2016). As leguminosas desempenham 

um papel importante como uma alternativa produtiva para as regiões com terrenos 

marginais e de seca, pois permite a recuperação de solos degradados. Devido à sua 

capacidade de adaptação a todos tipos de solos, as leguminosas são um insumo ideal 

para os agricultores, já que como fixadoras de nitrogênio, aportam adubos verdes que 

permitem a recuperação e conservação dos solos (FAO, 2016). 

Sementes de leguminosas compreendem alimentos como amendoim, soja, 

lentilha, feijão, ervilha, grão de bico entre outros. As sementes de feijão, dentre as 

quais se destacam o feijão-caupi (Vigna unguiculata) e o feijão comum (Phaseolus 

vulgaris) são importantes leguminosas constituintes da dieta humana, sendo 
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relacionadas às práticas de subsistência e de grande importância socioeconômica 

mundial (Graham e Vance, 2003; Silva et al., 2019) 

1.1 - Sementes de Vigna unguiculata 

Essa cultura é popularmente conhecida como feijão-caupi ou feijão de corda. 

As sementes da espécie Vigna unguiculata (L.) Walp. são consideradas a parte mais 

importante da planta para o consumo humano e constituem um dos principais itens da 

dieta alimentar das regiões Norte e Nordeste do Brasil (Ribeiro, 2002; Timko e Singh, 

2008). Estas regiões também lideram a produção destes grãos, porém o cultivo vem 

se expandindo também para o Centro Oeste do país. O consumo deste feijão é feito 

principalmente pelas populações de baixa renda devido ao seu alto valor nutricional, 

baixo custo de produção e ciclo curto (Ribeiro, 2002). Desta forma, esta cultura é 

totalmente apta a inclusões em programas de segurança alimentar, em que se torna 

acessível alimentos saudáveis a todos indivíduos e em qualquer ocasião (Silva et al., 

2019). As sementes de V. unguiculata são constituídas principalmente de carboidratos 

e proteínas, apresenta todos os aminoácidos essenciais e são fonte de minerais, 

vitaminas e possuem baixo teor de lipídeos. Seu cultivo é de grande importância 

econômica não só no Brasil, mas também em países da África, sendo a Nigéria, Níger 

e Brasil os principais produtores de feijão-caupi (Freire Filho et al., 2011). 

De acordo com estimativas da Conab, a produção de feijão-caupi no Brasil na 

safra de 2019/2020 foi de mais de 680 mil toneladas (Conab, 2020). Além disso, a 

receita bruta dos produtores rurais na safra de 2017/2018 atingiu um somatório de 

mais de 1 bilhão de reais (Conab, 2018). Por mais que se tenha uma produção 

expressiva nas 17 Unidades da Federação, as regiões Norte e Nordeste são 

responsáveis por mais de 75 % da produção nacional. Esta produção está ligada ao 

hábito de consumo da população nestas regiões. O destaque do feijão-caupi também 

se configura no mercado externo. Em 2019, o Brasil exportou 43 mil toneladas com 

destino a 40 países da Europa, Ásia, África, América do Norte e Oriente Médio (Conab, 

2020).  

O feijão-caupi foi introduzido na América tropical pelos espanhóis no século 

XVII e teve origem no sudeste da África, onde sua distribuição expandiu-se para o 
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oeste e para o sul. Estima-se que sua domesticação tenha acontecido na África 

Ocidental devido ao cultivo de diversidades do feijão-caupi (Tuda et al., 2014).  

Apesar desta cultura ser consideravelmente resistente à seca e ter a 

capacidade de se desenvolver em solos de baixa fertilidade em comparação com 

outras espécies, a produção de feijão-caupi sofre muitas interferências de fatores 

abióticos e bióticos. Dentre dos fatores bióticos, doenças causadas por fungos, 

bactérias e vírus podem reduzir a produtividade destas sementes (Boukar et al., 2019). 

Além disso, diversas pragas acometem a cultura de feijão-caupi, comprometendo 

seriamente a produção.  A classe dos insetos reúne as principais pragas desta cultura, 

ocorrendo desde as partes aéreas, como nas subterrâneas e ainda nos grãos 

estocados de feijão-caupi. Os insetos merecem atenção especial nas estratégias de 

controle de pragas agrícolas (Bastos, 2016), pois a ocorrência descontrolada dessas 

pragas pode causar a devastação de culturas de importância social e econômica 

(Ruppert et al., 2005).  

1.2 – Insetos pragas de grãos armazenados 

Os insetos estão compreendidos dentro da classe Insecta, que por sua vez 

está incluída no subfilo Hexapoda e filo Arthropoda. Os insetos vivem em quase todos 

os habitats terrestres, de água doce e às vezes, até na superfície de oceanos e regiões 

litorâneas. Desta forma, só não ocupam as águas marinhas subtidais. São o maior 

grupo de animais e este sucesso deve-se a inúmeros fatores, dentre eles a evolução 

do voo, que fortaleceu a dispersão, fuga de predadores, busca por alimentos e 

condições ambientais ideais (Ruppert et al., 2005; Brusca e Brusca, 2007).  

A anatomia dos insetos se caracteriza por possuírem o corpo dividido em 

cabeça, tórax e abdômen. Na cabeça está presente um par de antenas, um par de 

olhos compostos e três conjuntos de peças bucais; o tórax possui um par de pernas 

em cada um dos três segmentos e frequentemente, dois pares de asas. Devido a 

adaptação dos insetos a diferentes tipos de dieta, suas peças bucais encontram-se 

altamente modificadas e, por isso, podem ser classificados em mastigadores, 

sugadores e embebedores (Ruppert et al., 2005; Brusca e Brusca, 2007). 

Como organismos heterótrofos, os insetos necessitam adquirir nutrientes 

essenciais para o desenvolvimento. O órgão central responsável pela digestão de 
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alimentos e absorção de nutrientes nos insetos é o trato gastrointestinal. O canal 

alimentar dos insetos se inicia na boca, percorre toda a cavidade corporal e termina 

no ânus. O intestino dos insetos é dividido em três regiões principais: intestino anterior, 

intestino médio e intestino posterior (Holtof et al., 2019) (Figura 1).  O intestino médio 

é a principal região onde ocorre a digestão enzimática e a absorção de nutrientes, em 

sua maioria (Chapman et al., 2013).  

O intestino médio da maioria dos insetos possui uma matriz peritrófica 

constituída de quitina (Ruppert et al., 2005; Brusca e Brusca, 2007). Alguns insetos 

apresentam um gel peritrófico, também formado de quitina, porém este gel é mais 

fluido do que a matriz. Por definição, a matriz peritrófica (MP) é uma camada acelular, 

semipermeável, apresentando multiplas funções (Terra, 2001). Dentre as funções 

fundamentais da MP estão a proteção das células epiteliais contra possíveis danos 

causados por toxinas, danos mecânicos causados por partículas alimentares ou de 

infecções causadas por microrganismos (Hegedus et al., 2009). A MP também tem 

função na reciclagem de enzimas digestivas durante o ciclo alimentar. Esta camada 

separa o lúmen intestinal nos espaços endo e ectoperitróficos, desta forma, a digestão 

no intestino médio, ocorre de forma compartimentalizada (Zhu et al., 2016). A matriz 

peritrófica é continuadamente produzida em resposta a ingestão e desenvolvimento 

do inseto. É composta majoritariamente por longas cadeias de monômeros de N-

acetilglicosamina (NAG) ligados por ligações glicosídicas β-1,4. Repetições destas 

cadeias formam polímeros de quitina, que por sua vez constituem as nanofibrilas 

quitinosas. Proteoglicanos e proteínas também fazem parte da composição da matriz 

peritrófica (Figura 1) (Liu et al., 2019) 
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Figura 1. Trato gastrointestinal dos insetos. A: Representação esquemática das principais 

subdivisões do trato gastrointestinal dos insetos. e – Esôfago, tm – Túbulos de Malpighi, a – Ânus. B: 

Ampliação esquemática da matriz peritrófica. C: Polímeros de quitina, destacando os monômeros de 

N-acetilglicosamina ligados, formando as nanofibrilas quitinosas. Adaptado de Holtof et al., (2019). 

A 

B 

C 



7 
 

A matriz peritrófica é alvo de estudos que abrangem a defesa de plantas 

contra insetos herbívoros (Sales et al., 2001; Mota et al., 2003; Paes et al., 2008; 

Tetreau e Wang, 2019). Ao interferir no metabolismo de quitina e consequentemente 

na produção da matriz peritrófica, os nutrientes não são absorvidos nem transportados 

de forma regular prejudicando o desenvolvimento do inseto. Um reagente muito 

utilizado nestes estudos é o calcofluor, por ser um marcador de quitina (Tetreau e 

Wang, 2019). Estes estudos frequentemente abordam os insetos pragas de grãos 

armazenados, devido a seu alto potencial de diminuir a produtividade de culturas que 

possuem importância econômica e servem de base nutricional em grande parte dos 

países desenvolvidos e subdesenvolvidos do mundo (Sales et al., 2001; Mota et al., 

2003; Paes et al., 2008). 

Os prejuízos que os insetos herbívoros podem causar às plantas são 

variáveis, podendo ocorrer ataque em todos os órgãos vegetais (Galo et al., 2002). 

Insetos herbívoros podem prejudicar a agricultura diretamente, quando o produto a 

ser comercializado é atacado ou indiretamente, quando os insetos não atacam o 

produto comercial, mas atacam outras estruturas vegetais que alteram processos 

fisiológicos da planta e interferem na produção (Galo et al., 2002). 

O armazenamento de grãos é uma prática necessária para suprir a 

alimentação humana mesmo fora das estações de cultivo (SENAR, 2018). Diversas 

pragas se alimentam das sementes durante o armazenamento pós-colheita, devido à 

alta concentração de reservas que estas possuem (Mishra et al., 2017). Os insetos 

que infestam as sementes armazenadas se dividem em pragas primárias e pragas 

secundárias. As pragas primárias possuem a capacidade de atacar as sementes 

integras, enquanto, as pragas secundárias atacam grãos previamente danificados, 

farelos e farinhas, não conseguindo atacar sementes íntegras (Lorini et al., 2015). As 

pragas primárias internas são aquelas que perfuram a semente, ali se desenvolvem e 

permitem a instalação de outras pragas secundárias. As pragas primárias externas se 

alimentam do exterior da semente e depois do interior, não tendo seu desenvolvimento 

dentro da semente (Lorini et al., 2015). 

Independente de serem as pragas primárias ou secundárias, estes insetos 

apresentam grande ameaça para os grãos armazenados na maioria dos países. A 

primeira infestação pode acontecer ainda no campo, e essa vinda de pragas do campo 

para os armazéns caracteriza a infestação cruzada (FAO, 2010). As consequências 
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do ataque de insetos nas sementes incluem redução no peso dos grãos, no poder 

germinativo da semente, do valor nutritivo e perda no seu valor comercial (Santos e 

Mantovani, 1997). O conhecimento dos insetos que predam diferentes tipos de 

sementes é importante, pois os métodos de controle das pragas a ser adotado 

depende da correta identificação da praga (Lorini et al., 2015).  

As pragas que se alimentam de sementes estocadas são consideradas uma 

das principais limitações para a produção de culturas de leguminosas. Dentre as 

pragas de grãos armazenados, os bruquídeos merecem atenção especial pois estão 

relacionados às maiores destruições de sementes armazenadas, consequentemente 

causando grandes prejuízos econômicos para muitas culturas de espécies de 

leguminosas (Mishra et al., 2017). 

Os bruquídeos do gênero Callosobruchus estão entre os principais insetos de 

grãos armazenados. Eles infestam tanto vagens maduras, quanto sementes durante 

o armazenamento, reduzindo consideravelmente o rendimento líquido das colheitas. 

Os bruquídeos pertencem à subfamília Bruchidae, família Chrysomelidae e ordem 

Coleoptera que abrange mais de 1700 espécies de 62 gêneros. Os danos causados 

pelos bruquídeos durante o armazenamento são diversos e variam de cultura para 

cultura, dependendo da espécie de bruquídeo. Infestações descontroladas da espécie 

Callosobruchus maculatus podem causar até 90 % de perda de rendimento no feijão-

da-china, 78 % no guandu e até 100 % no feijão-caupi (Fox, 1993; Mishra et al., 2017). 

No feijão mungo, tanto C. maculatus quanto C. chinensis chegam a causar perdas de 

mais de 70 % na produção (Mishra et al., 2017). 

1.3 - Callosobruchus maculatus 

Dentre os bruquídeos, o inseto Callosobruchus maculatus se destaca como a 

principal praga de sementes de Vigna unguiculata (Cardoso et al., 2017), porém outras 

espécies do gênero Vigna e outras leguminosas de importância econômica como soja 

(Glycine max) e ervilha (Lens culinaris) também podem ser infestadas pelo besouro 

(Tuda et al., 2014). C. maculatus pertence à subfamília Bruchidae, família 

Chrysomelidae e ordem Coleoptera – maior ordem de insetos (Ruppert, 2005; 

Cardoso et al., 2017).  



9 
 

Os estágios de vida de C. maculatus incluem ovo, larva, pupa e adulto, 

portanto, é um inseto holometábolo (Figura 2). Esse inseto tem distribuição 

cosmopolita, podendo ocorrer em todas as regiões produtoras do feijão. Após o 

acasalamento, as fêmeas depositam os ovos sobre o tegumento e inicia-se, então, a 

embriogênese que dura no máximo seis dias. Os ovos medem cerca de 0,75 mm, são 

claros, brilhantes e após oviposição se encontram fortemente colados no tegumento 

das sementes (Beck e Blumer, 2011). 

 

Figura 2. Representação de larva, pupa e adultos de C. maculatus. A: Vista lateral da larva. B: 

Vista ventral da pupa. C: Vista dorsal do adulto macho. D: Vista dorsal da fêmea. E: Vista lateral do 

adulto. Adaptado de Brown and Downhower (1988). 

À medida que a larva penetra na semente, o ovo torna-se branco e opaco 

devido a deposição de farinha e resíduos fecais. A larva, dentro da semente se 

desenvolve, alimentando-se até a fase de pupa. Os adultos emergem das sementes 

pelas janelas pupais deixando galerias ocas nas sementes. Devido a apresentarem 

todos estes estágios, são caracterizados por terem metamorfose completa (Figura 3) 

(Beck e Blumer, 2011).  
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Figura 3. Representação esquemática do ciclo de vida de C. maculatus. 1 - Inseto adulto 

emergindo da semente. 2 – Acasalamento. 3 – Ovo depositado sobre a semente. 4 – Larva L1 após 

penetrar a semente. 5 – Larva L2. 6 – Larva L3. 7 – Larva L4. 8 – Pupa. Baseado em Beck e Blumer 

(2011). 

Os insetos adultos são bem adaptados às condições de armazenamento, não 

necessitando de comida nem água para se reproduzirem (Beck e Blumer, 2011). 

Contudo, há relatos de adultos que se alimentam de levedura e água com açúcar em 

condições de laboratório, aumentando a sobrevivência e a produção de ovos pelas 

fêmeas adultas (Fox, 1993). Os adultos medem aproximadamente 3 mm e vivem de 

10 a 14 dias (28 °C), tempo suficiente para que as fêmeas sejam fecundadas e 

consigam colocar 80 ovos ou mais causando grandes danos às sementes (Beck e 

Blumer, 2011; Cardoso et al., 2017). 

1.4 - Controle de pragas de grãos armazenados 

Como forma de controle destas pragas, algumas medidas preventivas são 

recomendadas (FAO, 2010). Estas medidas incluem a gestão de pragas durante o 

pré-armazenamento, para diminuir o risco de transportar pragas primárias do campo 

para o armazenamento e evitar a infestação cruzada.  A limpeza e a secagem dos 

grãos antes do armazenamento também ajudam na prevenção de infestações 

(SENAR, 2018).  

Com relação as condições de estocagem dos grãos, é sabido que baixas 

temperaturas causam redução no desenvolvimento, alimentação, fecundidade e na 
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sobrevivência de insetos pragas. A baixa umidade relativa do ambiente, também 

produz um ambiente desfavorável aos insetos, diminuindo a longevidade e a 

sobrevivência. Estes e outros métodos como atmosfera controlada (CO2, O2, N2) 

podem ser empregados juntos ou isoladamente (Lorini et al., 2015; SENAR, 2018). 

Embora estas medidas sejam recomendadas como controle preventivo, a 

infestação cruzada é bastante comum e, desta forma, os grãos já chegam nos 

armazéns infestados. Portanto, a principal forma de controle dessas pragas e o mais 

eficaz é o método químico, feito por expurgo e pulverização de inseticidas devido à 

sua eficácia. Esse método de controle é o principal utilizado em sementes de feijão-

caupi armazenadas (Lorini et al., 2015; Ribeiro, 2002), onde se destaca o inseticida 

fumigante fosfeto de alumínio, em que o princípio ativo é a fosfina. Este pesticida mata 

os insetos em todos os estágios do ciclo de vida. O uso da fosfina é considerado 

eficiente tanto como tratamento preventivo como curativo. O fosfeto de alumínio, 

disponível comercialmente em forma de pastilha fumegante, ao entrar em contato com 

a umidade do ar, libera o gás fosfina, que é altamente tóxico. Entretanto seu uso 

apresenta risco de intoxicação às pessoas que manuseiam o produto (Lorini et al., 

2015), contaminação do meio ambiente, além do alto custo (Keneni et al., 2011). Além 

disso, é importante citar a ausência de treinamento dos operadores, aplicação de 

dosagens e período de exposição não recomendados. Estes fatores contribuem para 

a inviabilização do pesticida, aumentando as falhas do controle de insetos praga 

(Freitas, 2009). 

Outro grave problema do uso constante de inseticidas é a seleção de insetos 

resistentes. Há registros na literatura demonstrando a resistência de pragas como 

Tribolium castenum (besouro da farinha), Sitophilus oryzae (gorgulho do arroz), 

Rhyzopertha dominica (besouro de cereais e farinhas), Oryzaephilus surinamensis 

(praga de grãos de milho) e C. maculatus (caruncho do feijão) à fosfina (Ahmed et al., 

2002; Benhalima et al., 2004; Lorini et al., 2007; Pimentel et al., 2007). A resistência 

de insetos é um problema crescente, pois pode acarretar a inviabilização de vários 

inseticidas disponíveis no mercado, gerando, posteriormente, altos prejuízos. 

Considerando estes fatos, o controle de insetos pragas de grãos requer meios 

ecológicos e menos danosos ao uso de inseticidas (Lorini et al., 2015).  

Formas de controle alternativos incluem o desenvolvimento e uso de 

variedades resistentes, que podem causar atraso na infestação e nos danos aos grãos 
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(SENAR, 2018). Além disso, a exploração de compostos que fazem parte do 

mecanismo de defesa natural das sementes resistentes ou menos suscetíveis é 

extremamente importante, pois auxilia no desenvolvimento de novos cultivares mais 

resistentes à infestação de pragas (Timko e Singh, 2008).  

1.5 - Mecanismo de defesa de sementes 

Plantas, no geral, vêm desenvolvendo diferentes abordagens evolutivas de 

defesa para superar os ataques, inclusive de herbívoros (War et al., 2018). Estes 

mecanismos de defesa incluem barreiras químicas tais como proteínas e metabólitos 

secundários, que apresentam toxicidade para herbívoros e patógenos. Além disto, a 

presença de uma toxina pode potencializar a toxicidade de outra, fenômeno conhecido 

como sinergismo (Wittstock e Gershenzon, 2002). Além dos constituintes químicos, a 

presença de tricomas ou espinhos, a parede celular espessa, cutícula cerosa e casca 

espessa e dura constituem barreiras físicas eficientes contra o ataque de herbívoros 

(War et al., 2012). 

Os mecanismos de defesa de plantas ainda podem ser divididos em defesas 

induzidas e defesas constitutivas e ambas podem contribuir para a proteção de uma 

planta contra inúmeros predadores (Wittstock e Gershenzon, 2002). As defesas 

induzidas são moduladas por estímulos externos e baseiam-se na síntese de 

compostos de defesa somente após o dano inicial por um ataque. Um exemplo de 

defesa induzida é a liberação de compostos orgânicos voláteis que atraem os inimigos 

naturais dos herbívoros (War et al., 2012).  No entanto, o ataque inicial pode ser muito 

rápido ou muito severo para que tais defesas induzidas sejam implantadas com 

eficácia (Wittstock e Gershenzon, 2002; Bixenmann et al., 2016).  

As defesas constitutivas são aquelas que já estão presentes no 

desenvolvimento da planta e são depositadas durante sua formação (Haruta et al., 

2001). As sementes quiescentes, por possuírem um metabolismo bastante reduzido, 

não são capazes de modular respostas de defesa, portanto possuem apenas defesas 

constitutivas (Oliveira et al., 2009; Bewley e Black, 2013). O tegumento das sementes 

é uma barreira física e química, com suas características de dureza, espessura e 

presença de metabólitos secundários e/ou proteínas de defesa (Moïse et al., 2005). O 

tecido de reserva e eixo embrionário da semente também podem apresentar estes 
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compostos químicos (Oliveira et al., 2009; Bewley e Black, 2013). É comum que várias 

espécies de sementes apresentem um conjunto de várias defesas para fornecer 

proteção contra pragas e patógenos (Welbaum, 2006). 

Dentre as proteínas, os inibidores de α-amilase são alvos importantes no 

estudo de defesa contra insetos e patógenos em sementes de leguminosas. Essas 

proteínas atuam na defesa de sementes por inibirem à α-amilase do sistema digestivo 

de insetos herbívoros (Tyiagi et al., 2014). Inibidores de α-amilase de sementes de P. 

vulgaris mostraram atividade inibitória para as α-amilases de insetos praga como C. 

maculatus, C. chinensis, Diabrotica virgifera virgifera e Tenebrio molitor (Gupta et al., 

2014; Tyiagi et al., 2014).  

Os inibidores de proteases (IP) são outra classe de proteínas que merecem 

destaque. Devido à capacidade dos inibidores de proteases (IP) de inibirem a 

atividade de enzimas proteolíticas, os IP podem atuar nos mecanismos de defesa 

contra pragas e patógenos (Cândido et al., 2011). Inibidores de tripsina de sementes 

de Albizia lebbeck mostrou atividade contra proteases intestinais de Helicoverpa 

armígera, praga que ataca as culturas de algodão, milho, soja, feijão, tomate e sorgo 

(Ávila et al., 2013; Sharma et al., 2012). Inibidores de protease de sementes de Clitoria 

fairchildiana mostraram propriedade inseticida para a traça da farinha (Anagasta 

kuehniella), além disso, esses IP bloquearam a atividade de enzimas digestivas da 

lagarta da maçã (Heliothis virescens) e da broca da cana-de-açúcar (Diatraea 

saccharalis) (Dantzger et al., 2015). A atividade inseticida dos inibidores de tripsina se 

estende para insetos hematófagos, como Aedes aegypti (Dias et al., 2017). Diversos 

outros IP têm sido descritos na literatura com atividade inseticida (Oliveira et al., 2007; 

Tyiagi et al., 2014). 

As RIPs (proteínas inativadoras de ribossomos) são uma família de toxinas 

(Vasconcelos et al., 2018) que fazem parte das proteínas de defesa de sementes. As 

RIPs atuam inibindo a síntese de proteínas – na fase de tradução – em pragas e 

patógenos de plantas e já foram descritas em inúmeras espécies de sementes (Dowd 

et al., 1998; Suharti e Djam’an, 2019). 

Proteínas com a característica de ligação à quitina têm sido descritas 

participando no mecanismo de defesa de sementes. Estas proteínas incluem algumas 

lectinas, algumas vicilinas, peptídeos vicilina-like, quitinases e heveínas. Através do 

estudo destas proteínas contra insetos e/ou fungos observou-se que a atividade 
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inseticida e/ou fungicida que elas apresentam está relacionada com a propriedade de 

afinidade à quitina (Dahiya et al., 2006; El-Araby et al., 2020; 2017; Marcus et al., 

1999; Mota et al., 2003; Slavokhotova et al., 2017) 

 

1.5.1 - Defesa de sementes associada às proteínas com afinidade à quitina 

Como já descrito previamente, a quitina é o segundo polissacarídeo mais 

abundante na natureza, sendo descrita em fungos, insetos e nematóides, entretanto 

ainda não foram encontradas em células de planta. Portanto, proteínas que se ligam 

à quitina são frequentemente estudadas acerca da defesa de plantas contra 

predadores herbívoros (Egorov e Odintsova, 2012).  

Proteínas que se ligam à quitina, na maioria dos casos, possuem um sítio de 

ligação à quitina (ChBD), uma região estruturalmente conservada composta de 30 a 

43 resíduos de aminoácidos, rico em cisteínas, contendo 2 a 3 resíduos de triptofano 

e glicinas (Slavokhotova et al., 2017). Dentre as proteínas que se ligam à quitina, as 

lectinas são estudadas por apresentarem atividade inseticida (Lagarda-Diaz et al., 

2017) e antimicrobiana (El-Araby et al., 2020). Lectinas são clássicas proteínas ou 

glicoproteínas que possuem sítios de ligação a mono ou oligossacarídeos e possuem 

pelo menos um domínio não catalítico (Macedo et al., 2003; El-Araby et al., 2020). 

Lectinas de ligação à quitina isoladas de sementes de Moringa oleífera apresentaram 

atividade tóxica para a traça da farinha (Anagasta kuehniella) prejudicando o ganho 

de massa larval e afetando a atividade das principais enzimas digestivas desta praga 

(Oliveira et al., 2017). Lectinas purificadas de sementes de feijão comum (Phaseolous 

vulgaris) foram tóxicas para o desenvolvimento de larvas de C. maculatus (Gatehouse 

et al., 1984). Além disso, lectinas de ligação à quitina de outras estruturas vegetais 

como o rizoma de Setcreasea purpurea têm mostrado atividades antifúngicas e 

antivirais (Yao et al., 2010). 

Outra classe de proteínas que possui representantes que se ligam à quitina é 

a das vicilinas. As vicilinas são proteínas de armazenamento que podem representar 

de 70 a 80 % das proteínas totais nas sementes de leguminosas (Cândido et al., 

2011). Vicilinas também são conhecidas como globulinas 7S. Esta denominação 

deve-se ao seu coeficiente de sedimentação quando são submetidas a 

ultracentrifugação, cuja unidade é expressa em svedbergs - S (Bewley e Black, 2013) 
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A maioria das globulinas 7S são proteínas glicolisadas com poucos ou 

nenhum aminoácido do tipo cisteína. Desta forma, não possuem ligações dissulfeto 

estabilizando suas estruturas terciárias e quaternárias. As vicilinas se organizam de 

forma trimérica que variam de 150 a 170 kDa (Figura 4). Suas subunidades ou 

monômeros são ligadas de forma não covalente e possuem de 40 a 70 kDa contendo 

dois domínios em forma de beta-barril (Figura 4B). Estes domínios pertencem a 

superfamília das cupinas que caracteriza as vicilinas como bicupinas (Dunwell et al., 

2004; Kesari et al., 2017). A proteólise pós-traducional das vicilinas resulta em 

fragmentos com massas moleculares entre 12,5 e 33 kDa (Gatehouse et al., 1983; 

Pedrosa et al., 1997). Vicilinas de diferentes leguminosas por vezes recebem nomes 

específicos como faseolina e canavalina – vicilinas de Phaseolos vulgaris e Canavalia 

ensiformis, respectivamente (Shutov et al., 1998).  

Estudos têm revelado a multifuncionalidade das vicilinas, pois além de serem 

a principal fonte de energia e aminoácidos durante o processo de germinação das 

sementes, elas atuam na defesa constitutiva de muitas espécies vegetais, com 

atividade contra fungos e insetos (Cândido et al., 2011). Estas defesas no geral são 

de grande importância para as sementes, que podem compartilhar o mesmo ambiente 

com diversos patógenos e pragas (Freitas et al., 2007). Estas proteínas já 

demonstraram atividade tóxica contra uma série de fungos (Tabela 1), dentre eles 

Fusarium solan, F. oxysporum e  Saccharomyces cerevisae  (Chung et al., 1997; 

Gomes et al., 1997, 1998). Foi sugerido que as vicilinas tenham se ligado a estruturas 

de células de levedura contendo quitina interferindo no crescimento celular (Gomes et 

al., 1998).  

Além disso, uma série de peptídeos vicilina-like de sementes tem 

demonstrado atividades antimicrobianas. O peptídeo MiAMP2c, isolado de grãos de 

nozes, inibiu vários fungos fitopatogênicos in vitro. Clones de cDNA deste peptídeo 

codificaram uma proteína precursora homóloga às vicilinas 7S (Marcus et al., 1999). 

Peptídeos de sementes de melão (Cucumis melo L.), de pimenta (Capsicum 

baccatum) e de Malva parviflora com atividade antifúngica também apresentaram 

homologia com sequência de vicilinas (Wang e Bunkers, 2000; Wang et al., 2001; 

Ribeiro et al., 2007; Bard et al., 2014). Peptídeos oriúndos da hidrólise enzimática de 

V. unguiculata (cvs. EPACE-10 e IT81D-1045) inibiram o crescimento dos fungos 

Fusarium oxysporum, Colletotrichum musae e Saccharomyces cerevisiae (Uchôa et 
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al., 2009). Estes dados sugerem a participação destes peptídeos na defesa 

constitutiva de sementes contra patógenos. 

Na década de 80, um trabalho desenvolvido por Singh identificou três 

variedades de feijão-caupi como resistentes à infestação por C. maculatus. Os níveis 

de toxicidade das linhagens TVu 2027, TVu 11952 e TVu 11953 se mostraram 

semelhantes (Singh et al., 1985). Posteriormente, o cultivar também resistente, 

IT81D1045, foi produzido a partir da linhagem TVu 2027 e a resistência das sementes 

desse cultivar foi relacionada, em parte, às vicilinas (Sales et al., 1992; Macedo et al., 

1993).  

 

Figura 4. Representação generalizada da estrutura terciária de globulina 7s. A: Forma trimérica. 

B: Forma monomérica. Adaptado de Kesari et al., (2019). 
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Estudando os mecanismos de toxicidade das vicilinas, observou-se que estas 

proteínas tiveram menores taxas de digestão no trato intestinal de larvas de C. 

maculatus, quando comparadas com vicilinas isoladas de sementes de cultivares 

suscetíveis ao inseto (Sales et al., 1992). Foi também mostrado que as vicilinas eram 

capazes de se ligar às estruturas quitinosas presente no intestino desse inseto, 

sugerindo um mecanismo de ação relacionado ao bloqueio das funções da matriz 

peritrófica dos insetos (Sales et al., 2001). Estas proteínas também se ligaram no 

intestino de outros insetos como a broca da cana-de-açúcar (Diatraea saccharalis) e 

a larva da farinha (Tenebrio molitor) (Mota et al., 2003; Paes et al., 2008). 

Adicionalmente, vicilinas de sementes de Canavalia ensiformis (feijão-de-porco), 

Glycine max (soja), Phaseolus vulgaris (feijão-comum), P. lunatus e de diversas 

leguminosas do gênero Vigna apresentaram capacidade de se ligar a uma matriz de 

quitina in vitro (Yunes et al., 1998). 

Além da afinidade à quitina apresentada pelos monômeros de vicilinas do 

cultivar IT81D-1045, peptídeos gerados a partir da hidrólise dessas vicilinas 

mantiveram a capacidade de ligação a quitina e a toxicidade para larvas de C. 

maculatus, reduzindo a massa larval em 86 % mostrando que, mesmo após a hidrólise 

parcial, a capacidade de ligação à quitina é preservada (Uchôa et al., 2009).  

Embora diversos trabalhos mostrem que muitas vicilinas apresentam 

capacidade de ligação à quitina, essas proteínas não apresentam o sítio clássico de 

ligação a quitina (ChBD). Desta forma, estudos mais detalhados têm sido realizados 

com o objetivo de investigar como se dá as interações entre vicilinas e oligômeros de 

quitina, bem como identificar seu sítio de ligação. Estudos in silico indicam que a 

ligação entre o monômero de vicilina e oligômeros de N-acetilglicosamina é 

estabelecida por pontes salinas, ligações de hidrogênio e interação hidrofóbica. Foi 

proposto que esta interação ocorre em uma região de alfa-hélice da vicilina em sua 

conformação monomérica. No entanto, na conformação trimérica, essa alfa-hélice 

encontra-se menos exposta (Miranda et al., 2020). Rocha et al. (2018) sugeriram que 

a ligação entre o homotrímero de vicilina e oligômeros de N-acetilglicosamina consiste 

em ligações de hidrogênio e interações hidrofóbicas.  Diferente da proposta com o 

monômero de vicilina, o docking do homotrímero de vicilina e NAG revelou quatro 

regiões de interação variando de 5 a 9 resíduos de aminoácidos. Um desses 
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segmentos se localizava no domínio N-terminal e as outras 3 regiões se localizavam 

no domínio C-terminal da proteína. (Rocha et al., 2018).  

Tabela 1. Fonte de diversas globulinas 7S tóxicas e seus diferentes organismos alvos 

(fungos e insetos). 

Fonte (semente) 
Organismos de descrição da 

toxicidade 
Referência 

Gossypium hirsutum 
(algodão) 

Botrytis cinerea 

Chung et al., 1997 
Alternaria brassicicola 

Chalara elegans 

Fusarium oxysporum  

P. vulgaris (feijão-comum) 

Candida albicans; Saccharomyces 
cerevisae 

Gomes et al., 1998 

C. ensiformis (feijão-de-porco) 

V. unguiculata cv. Pitiuba 
(feijão-caupi) 

V. radiata (feijão-mungu) 

V. unguiculata, cv. IT81D-
1045 (feijão-caupi) 

V. unguiculata cv. CE-31, 
IT81D1045 ou EPACE-10 

(feijão-caupi) 

Ustilago maydis 

Gomes et al., 1997 

Phytophtora capsici 

Fusarium solani 

Fusarium oxysporum 

Colletotrichum musae 

Tenebrio molitor Paes et al., 2008 

Callosobruchus maculatus 

Sales et al., 2001; 
Uchôa et al., 2009; 

Macedo et al., 1992, 
1993; Yunes et al., 

1998, Sales et al., 2005 

Diatraea saccharalis Mota et al., 2003 

Albizia lebbeck 

Callosobruchus maculatus 

Souza et al., 2012 

P. vulgaris (feijão-comum) Kunz et al., 2019 

Enterolobium contortisiliquum Moura et al., 2007 
Fusarium solani 

Zabrotes subfasciatus 

Erythrina velutina 

Callosobruchus maculatus 
Teixeira et al., 2008 

Zabrotes subfasciatus 

Ceratitis capitata Macedo et al., 2008 

Plodia interpunctella Amorim et al., 2008 
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Outras proteínas, como quitinases e heveínas, têm mostrado a capacidade de 

se ligarem à quitina. As heveínas são proteínas lectinas-like de seringueira (Hevea 

brasiliensis). Pertencem ao grupo das proteínas que se ligam à quitina ou a outros 

compostos que contêm NAG ou ácido N-acetilneuraminico. Peptídeos heveína-like 

estão presentes em diversas espécies de sementes e possuem atividade 

antimicrobiana (Slavokhotova et al., 2017). Estes peptídeos são ricos em cisteína e 

variam de 29-45 aminoácidos. Peptídeos heveína-like de Moringa oleífera foram 

descritos por inibir o crescimento de fungos fitopatogênicos (Kini et al., 2017). 

O grupo mais clássico de proteínas que se ligam à quitina compreende o das 

quitinases (Welbaum, 2006). As quitinases são enzimas hidrolíticas com massas 

moleculares que variam de 20 a 90 kDa e degradam a quitina através da catálise da 

hidrólise das ligações glicosídicas β-1-4 (Kumar et al., 2018). De acordo com o local 

de clivagem, as quitinases podem ser classificadas em endoquitinases e 

exoquitinases (Zhou et al., 2019). As endoquitinases clivam a quitina em regiões 

internas e aleatórias da quitina, liberando multímeros de NAG. As exoquitinases são 

divididas em quitobiosidases e N-acetil β-1-4-glucosaminidases. As quitobiosidases 

catalisam a extremidade não redutora da quitina liberando diacetilquitobiose. As N-

acetil β-1-4-glucosaminidases, por sua vez, degradam os produtos das quitibiosidases 

e das endoquitinases (Figura 5), liberando monômeros de NAG (Malik, 2019). 

A presença de quitinases já foi relatada em uma gama de organismos como 

em bactérias, fungos, insetos, plantas superiores e animais. As quitinases são 

importantes em diferentes funções dependendo do organismo. Estas enzimas 

participam desde a degradação parcial da cutícula antiga em insetos e crustáceos até 

a digestão no trato gastrointestinal de vertebrados  (Dahiya et al., 2006).  

Em plantas, as quitinases têm sido relacionadas a defesa como, por exemplo, 

contra fungos patogênicos (Dahiya et al., 2006). Outros trabalhos têm relatado 

quitinases de plantas degradando estruturas quitinosas de patógenos e pragas, como 

a matriz peritrófica e a cutícula de insetos e a parede celular de fungos (Jalil et al., 

2015). Quitinase isolada de feijão-caupi apresentou atividade antifúngica para 

Colletotrichum lindemuthianum e Colletotrichum musae (Gomes et al., 1996). Em 

2016, Kabir et al., isolaram uma quitinase de sementes de Trichosanthes dioica que 

teve atividade antifúngica contra Aspergillus niger e Trichoderma sp. (Kabir et al., 

2016).  
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Figura 5. Desenho esquemático da hidrólise da quitina por quitinases. Fonte: Zhou et al. (2019). 

Acerca do seu papel inseticida, foi visto que quitinases do látex da amoreira 

apresentaram toxicidade contra a mosca da fruta, Drosophila melanogaster (Kitajima 

et al., 2010). A expressão de quitinases de Manduca sexta (praga da cultura de 

tabaco) em folhas de tabaco transgênico inibiu o crescimento de Heliothis virescens 

(lagarta-da-maçã) reduzindo o dano foliar causado pela predação. Além disso, a 

presença destas quitinases transgênicas potencializou a ação da toxina de Bacillus 

thuringiensis, interferindo o desenvolvimento de H. virescens e de M. sexta (Ding et 

al., 1998). Quitinases de outros organismos, como bactérias, têm apresentado 

atividade inseticida contra Helopeltis theivora, o mosquito praga das culturas de chá 

(Suganthi et al., 2017). O trabalho de Mendonsa et al. (1996) indicou atividade larvicida 

de quitinases do fungo Myrothecium verrucaria na degradação da cutícula do 

mosquito vetor da dengue, Aedes aegypti (Mendonsa et al., 1996).  

Quitinases encontradas em tegumentos de soja (Glycine max), causaram até 

87 % de redução na massa larval de C. maculatus e 90 % de mortalidade destes 

insetos (Silva et al., 2018). Gomes et al. (1996) isolaram uma quitinase de feijão-caupi 

e observaram que esta enzima afetou negativamente o desenvolvimento das larvas 

de C. maculatus em sementes artificiais (Gomes et al., 1996). Considerando seu papel 
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na defesa de plantas, as quitinases apresentam grande potencial como agente de 

biocontrole (Singh e Arya, 2019) e tem recebido atenção dos pesquisadores com o 

intuito de gerar benefícios para a agricultura, evitando o ataque dessas pragas e 

patógenos (Jalil et al., 2015). 

1.6 - Cultivares de feijão-caupi menos suscetíveis ao ataque de C. maculatus 

Como vem sendo mencionado, a investigação de compostos de defesa 

naturais auxilia no desenvolvimento de cultivares mais resistentes à infestação de 

pragas. Novos cultivares mais resistentes apresentam uma boa alternativa para 

diminuir o uso de inseticidas, oferecendo aos agricultores um meio econômico ao 

controle das pragas e a possibilidade de implementação de um sistema agrícola 

sustentável. Logo, a tentativa de muitos programas de melhoramento de plantas 

cultivadas tem sido combinar as características de resistência às doenças e pragas à 

outras características de interesse agronômico, como produtividade (Timko e Singh, 

2008).  

A África, Ásia e América Central e do Sul receberam, nos últimos anos, mais 

de 40 variedades melhoradas de feijão-caupi. Mesmo que uma variedade não 

apresente resistência a múltiplas pragas, a resistência a pragas individuais pode 

reduzir o número de pulverizações necessárias para obter ótimos rendimentos (Timko 

e Singh, 2008). Novas linhagens melhoradas de feijão-caupi tiveram bons 

rendimentos de grãos sem qualquer tratamento de inseticidas, dentre estas, as 

linhagens IT90K-277-2, IT93K-452-1, IT94K-437-1, IT97K-569-9, IT95K-222-3, IT97K-

837 e IT97K-499-38 foram as que tiveram mais sucesso. Com a aplicação do spray 

de inseticida de uma a duas vezes nestas linhagens, elas foram capazes de produzir 

a mesma quantidade de grãos que as variedades suscetíveis, onde a aplicação de 

inseticidas ocorreu de quatro a seis vezes (Fatokun et al., 2002). Ao longo dos anos, 

muitas pesquisas se dedicaram a identificação de cultivares resistentes de V. 

unguiculata. O trabalho de Kpoviessi et al. (2019) reuniu os achados de cultivares de 

feijão-caupi que apresentam certa resistência a C. maculatus publicados de 1985 até 

2018, mostrando a existência de mais de 60 cultivares com essa característica 

(Kpoviessi et al., 2019).  



22 
 

Nove cultivares originados pelo Programa de Melhoramento de Feijão-caupi 

da Embrapa Meio-Norte, Brasil foram caracterizados quanto a suscetibilidade ou 

resistência à infestação por C. maculatus. Os resultados obtidos mostraram a 

presença de características de resistência em vários cultivares. Os cultivares BRS 

Guariba e BRS Tucumaque foram os que apresentaram menor quantidade de ovos 

após 24 h de infestação, quando comparados com o cultivar suscetível Fradinho. A 

sobrevivência larval e o peso das larvas sobreviventes foram reduzidos em todos os 

cultivares estudados, principalmente nos cultivares BRS Pajeú, BRS Guariba e BRS 

Xiquexique (Cruz et al., 2016).  

Dentre estes cultivares, o cultivar BRS Xiquexique diminuiu 70 % a 

sobrevivência larval. O peso das larvas sobreviventes no cultivar BRS Xiquexique 

diminuiu em aproximadamente 50 % e a massa da semente consumida pelo inseto foi 

drasticamente menor em comparação à massa de Fradinho consumida. Além disto, 

as atividades das principais enzimas digestivas das larvas desenvolvidas nos 

cultivares BRS Pajeú, BRS Guariba e BRS Xiquexique diminuíram consideravelmente 

(Cruz et al., 2016). Embora os dados apresentados para o cultivar BRS Xiquexique 

sejam promissores, os mecanismos de toxicidade para o inseto permanecem 

desconhecidos. Estudos mais aprofundados sobre compostos tóxicos deste cultivar 

para C. maculatus são de extrema importância para a caracterização mais refinada 

da resistência dessas sementes à infestação pelo inseto.  
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2 OBJETIVOS 

2.1 - Objetivo geral 

Isolar e caracterizar proteínas com afinidade à quitina de sementes de Vigna 

unguiculata cv. BRS Xiquexique tóxicas para o inseto Callosobruchus maculatus. 

2.2 - Objetivos específicos 

• Isolar proteínas com afinidade à quitina (CBP) de cotilédones dos cvs. Fradinho e 

BRS Xiquexique; 

• Avaliar a toxicidade das frações CBP para as larvas de C. maculatus 

• Purificar e avaliar a toxicidade de vicilinas com ligação à quitina (CBV) para as 

larvas de C. maculatus; 

• Obter os peptídeos de vicilina que se ligam à quitina; 

• Avaliar a toxicidade do composto calcofluor para C.maculatus; 

• Identificar, in silico, regiões de interação com NAG4 nos peptídeos de vicilina. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 - Insetos 

Os insetos C. maculatus foram obtidos a partir da colônia mantida pelo 

Laboratório de Química e Função de Proteínas e Peptídeos do Centro de Biociências 

e Biotecnologia, Universidade Estadual do Norte Fluminense em Campos dos 

Goytacazes - RJ. Os insetos se desenvolveram em sementes de V. unguiculata (cv. 

Fradinho), dentro de frascos de vidro com furos na tampa para entrada de ar, no 

escuro em estufa B.O.D com temperatura (28 ºC) e umidade (60 %) controlados. 

Larvas de 13 a 22 DAO foram coletadas, fotogradas, pesadas e tiveram seus 

comprimentos medidos através do software ImageJ. Além disso, as larvas foram 

dissecadas e processadas para dosagem de macromoléculas e enzimas (item 3.11).  

3.2 - Sementes de V. unguiculata 

As sementes de V. unguiculata (cv. Fradinho) foram obtidas comercialmente 

em mercados locais da cidade de Campos dos Goytacazes e mantidas a -70 °C até 

serem utilizadas. 

As sementes de V. unguiculata (cv. BRS Xiquexique) foram desenvolvidas pelo 

Projeto “Desenvolvimento de cultivares para o agronegócio do feijão-caupi no Brasil” 

e foram cedidas à UENF pela Embrapa Meio-Norte, Centro de Pesquisa Agropecuária 

do Meio-Norte – CPAMN. 

3.3 - Isolamento de proteínas com afinidade à quitina 

Extratos proteicos dos cotilédones de V. unguiculata, de ambos os cultivares 

Fradinho e BRS Xiquexique, foram obtidos a partir de farinha de cotilédone extraídas 

em tampão acetato de sódio 100 mM, pH 6,0, em uma proporção de 1:10, de acordo 

com Ferreira (2018). Esta mistura foi mantida sob agitação durante 1 h, a 4 °C e 

posteriormente centrifugada por 10 min, 4 °C a 10.000 x g. O sobrenadante proteico 

foi submetido ao fracionamento por cromatografia de afinidade à quitina. Esta etapa 

foi realizada até a obtenção de material suficiente para as próximas etapas.  
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3.4 - Tratamento da quitina 

O tratamento da quitina foi realizado de acordo com Miranda et al. (2020). 

Quitina (Sigma-Aldrich) foi misturada com ácido clorídrico 100 mM (50 g/L) e incubada 

durante 24 h à 4 °C com agitações manuais periódicas. Após a incubação, a mistura 

foi centrifugada por 10 min à 7.000 x g a 4 °C. Ao precipitado foram adicionados 500 

mL de hidróxido de sódio 100 mM e esta mistura foi aquecida à 100 °C durante 16 h. 

O sobrenadante foi descartado e o aquecimento com hidróxido de sódio 100 mM se 

repetiu por mais 2 vezes. O precipitado foi centrifugado durante 10 min à 7.000 x g e 

4 °C e posteriormente acidificado com ácido clorídrico 200 mM, dialisado contra água 

por 48 h e utilizado como matriz para a cromatografia de afinidade. 

3.5 - Cromatografia de afinidade à quitina 

A solução proteica obtida no item 3.3 foi fracionada em cromatografia de 

afinidade à quitina de acordo com Ferreira (2018). O extrato proteico (18 mL) foi 

incubado com a matriz de quitina (30 mL) e estes foram mantidos sob agitação lenta 

por 30 min à temperatura ambiente. Posteriormente, a mistura das proteínas com a 

matriz foi montada em coluna de vidro cromatográfica sob um fluxo de 1,33 mL/min. 

As proteínas não retidas em quitina foram lavadas com solução de acetato de sódio 

100 mM, pH 6,0 e as proteinas retidas em quitina (CBP) foram eluídas com HCl 100 

mM. A fração CBP foi dialisada contra a água durante 48 h e recuperada por 

liofilização.  

3.6 - Caracterização de proteínas da fração CBP  

3.6.1 - Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 

A visualização do perfil proteico da fração CBP dos cultivares Fradinho e BRS 

Xiquexique foi realizada através de gel de poliacrilamida SDS PAGE 15 % segundo 

Laemmli (1970). O gel foi formado de acrilamida mix 30 %, tampão Tris HCl (1,5 M, 

pH 8,8), SDS 10 %, APS 10 % e TEMED. Esta solução foi aplicada em um molde de 

0,1 cm x 10,1 cm x 7,3 cm para polimerização (BioRad).  
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A fração CBP (1 mg) foi diluída em 200 μL de tampão de amostra (4 x) e uma 

alíquota de 20 μL foi aplicada no gel. Um padrão de massas moleculares conhecidas 

(Thermo) também foi aplicado no gel. Tampão de corrida, constituído de tris, glicina e 

SDS (pH 8,3) foi utilizado durante a migração das proteínas ao longo do gel. A 

migração se deu em corrente de 100 V. Ao término da migração, o gel foi lavado com 

água destilada e corado por 4 h, em solução corante (comassie blue R 250 0,1 %, 

álcool metílico 40 % e ácido acético 10 %). Após este período, o gel foi descorado 

com álcool metílico 40 % e ácido acético 10 %, sob agitação contínua por cerca de 12 

h. Posteriormente, o gel foi fotografado. 

3.6.2 - Western blotting 

Um gel de eletroforese não corado, contendo as proteínas do cv. BRS 

Xiquexique, separadas após migração foi usado para a transferência de proteínas 

para membrana de nitrocelulose e realização de Western blotting, segundo Towbin et 

al. (1979). Ao término da transferência, a membrana foi lavada com água destilada e 

foi adicionada uma solução corante Ponceau para confirmar a transferência das 

bandas. Posteriormente, a membrana foi lavada com água destilada e incubada com 

tampão bloqueador (leite em pó desnatado 2 % em PBS- cloreto de sódio 500 mM; 

fosfato de sódio 100 mM, pH 7,6). A membrana embebida no bloqueador foi incubada 

à 4 °C, overnight. 

A membrana foi retirada do tampão bloqueador, lavada com água destilada e 

usada para a reação imunológica para detecção de quitinases e vicilinas. Para a 

detecção de vicilina nas amostras foi adicionado à membrana o anticorpo anti-vicilina 

de V. unguiculata, produzido em coelho, diluído em tampão bloqueador na proporção 

de 1:1000. E para a detecção de quitinase nas amostras foi adicionado o anticorpo 

anti-quitinase de Adenanthera pavonina, produzido em coelho, diluído em tampão 

bloqueador na proporção de 1:1000. A membrana foi incubada na solução de 

anticorpo por 2 h à temperatura ambiente. A membrana foi lavada com água destilada 

e posteriormente embebida na solução do anticorpo secundário, anti IgG de coelho, 

complexado a peroxidase, diluído em tampão bloqueador na proporção de 1:1000, por 

1 h, à temperatura ambiente. A membrana foi lavada com água destilada. Para 

visualização das proteínas reagentes foi aplicada uma solução reveladora (4,9 mL de 

água destilada, 100 μL de tris HCl, 2 M, pH 7,5, 300 μL de imidazol 0,1 M, 10 mg de 
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DAB e 10 μL H2O2). A revelação foi interrompida pela lavagem da membrana com 

água destilada. 

3.6.3 – Quantificação de vicilinas através de ELISA 

Este ensaio foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Engvall e 

Perlmann (1971). Para a sensibilização, as amostras, o controle de vicilina e o branco 

foram adicionados em uma placa de ELISA MaxiSorp de 96 poços (NUNC). Os 

extratos proteicos dos cotilédones do cv. BRS Xiquexique e a fração CBP foram 

adicionadas em triplicatas. O tampão carbonato bicarbonato pH 9,2 foi utilizado para 

diluir as amostras em uma razão de 2 μg de proteína para 10 μL de tampão. 

A placa, com as amostras, foi incubada overnight a 4° C. Posteriormente, os 

poços foram lavados 2 vezes com tampão PBS-tween 20 (fosfato de sódio 0,1 M + 

NaCl 0,5 M, pH 7,6 + tween 0,05 %). Foram adicionados 300 μL de tampão 

bloqueador-tween 20 (PBS + 1 % de gelatina incolor + tween 0,05 %) em cada poço, 

por 2 h à temperatura ambiente. 

Os poços foram lavados com PBS-tween 20. O anticorpo anti-vicilina diluído 

no tampão bloqueador-tween 20 (1:1000) foi aplicado em cada poço. A placa foi 

incubada por 2 h, à temperatura ambiente e os poços foram lavados 10 vezes com 

PBS-tween 20. Feito isso, o anticorpo anti-IgG de coelho, complexado a peroxidase, 

foi diluído no tampão bloqueador (1:1000) e aplicado em cada poço. A placa foi 

incubada por 1 h em temperatura ambiente e os poços foram lavados com PBS + 

tween 10 vezes.  

Para a revelação foi utilizado um volume de 50 μL/poço da solução reveladora 

(10 mg de OPD em 25 mL de tampão ácido cítrico 0,1 M, fosfato de sódio 0,2 M, pH 

5,0 e 25 μL de H2O2. A placa foi incubada por 10 min na ausência de luz e a 

imunorreação foi interrompida com 50 μL de H2SO4 3 N. As absorbâncias das 

amostras foram lidas em leitor de microplacas à 492 nm. 

3.6.4 - Identificação das proteínas por espectrometria de massas 

As bandas proteicas da fração CBP do cv. BRS Xiquexique, separada em SDS-

PAGE (15 %), coradas com comassie blue 0,05 % e descorada com ácido acético 10 
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% foram recortadas e submetidas a identificação por espectrometria de massas. 

Quatro bandas com massas moleculares entre 20 e 40 kDa foram recortadas do gel 

com auxílio de bisturi e digeridas com tripsina de acordo com Shevchenko et al. 

(1996). Os peptídeos gerados foram dessalinizados em matriz C18. 

Nanocromatografia de fase reversa acoplada a espectrômetro de massas de alta 

resolução nanoeletrospray foi realizada para identificação dos peptídeos. A 

cromatografia foi realizada em instrumento EASY nLC II (Thermo Scientific). Os 

peptídeos eluídos foram introduzidos em espectrômetro de massas LTQ XL/Orbi/Trap 

(Thermo) para análises. O perfil de massas dos peptídeos foi analisado usando o 

software Peaks Studio X e o alinhamento dos peptídeos foi feito utilizando o BLASTp. 

3.7 - Isolamento de vicilinas  

O isolamento das vicilinas foi realizado considerando a insolubilidade dessas 

proteínas em água. A fração CBP dialisada e liofilizada foi diluída em água (1mg/mL) 

e centrifugada durante 20 min, 4 ºC, a 10.000 x g. Este processo foi repetido por 2 

vezes e o precipitado final foi liofilizado. O precipitado, parte não solúvel em água, 

constituiu a fração rica em vicilinas, denominada CBV (Chitin Binding Vicilins). 

3.8 - Determinação da atividade de quitinase 

A presença de quitinase nas frações CBP e CBV de cv. BRS Xiquexique foi 

analisada segundo Silva et al. (2018). A atividade de quitinase foi detectada utilizando 

chitin azure (Sigma-Aldrich) como substrato. As frações foram diluídas em acetato de 

sódio 100 mM, pH 5.0 (3 µg/µL). Um volume de 100 µL destas soluções foi incubado 

com 4 mg de chitin azure, à 37 ºC, durante 1 h. A reação foi interrompida com a adição 

de 50 µL de HCl 1 M e as suspensões foram centrifugadas a 2.000 x g durante 5 min. 

A absorbância dos sobrenadantes foi lida à 540 nm. Quitinase pura (1,95 mU/mg) de 

Streptomyces griseus (Sigma-Aldrich) foi utilizada como padrão para determinar a 

atividade presente nas frações. 
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3.9 – Hidrólise das vicilinas e isolamento dos peptídeos com afinidade à quitina  

3.9.1- Hidrólise da fração CBV 

A fração CBV (30 mg) foi hidrolisada com papaína (10 mg), quimiotripsina (5 

mg) e tripsina (5 mg) em 50 mL de tampão citrato-fosfato (acetato de sódio 100 mM, 

citrato de sódio 100 mM, fosfato de sódio 200 mM e DTT 1,5 mM, pH 5,6). A solução 

foi incubada à 37 °C sob agitação durante 4 h. Após a incubação, a solução foi 

fracionada em cromatografia de afinidade conforme o item 3.5. A fração retida em 

quitina (vicilina e peptídeos de vicilina), após eluição com HCl 0,1M, foi diluída com 50 

mL de água destilada e dialisada contra 500 mL de água destilada, overnight, em 

membrana (sacos de diálise) com poros que excluiam moléculas com massas 

moleculares inferiores à 10 kDa. Os peptídeos inferiores a 10 kDa, então, foram 

recuperados por liofilização da água de diálise. 

3.9.2 - Eletroforese em gel de SDS-tricina-PAGE 

O perfil dos peptídeos gerados a partir da hidrólise da fração CBV, retidos em 

quitina, foi visualizado em gel de tricina de acordo com Schägger et al. (1987). Os 

peptídeos foram diluídos 1:10 em tampão de amostra (Tris 500 mM, pH 7,0; glicerol; 

Comassie blue) e aplicados no gel. O perfil foi comparado com proteínas de massas 

moleculares conhecidas (Thermo). As proteínas migraram ao longo do gel com 

corrente de 32 V. Ao término da migração, o gel foi lavado com água destilada e 

corado por 4 h, em solução corante (Comassie Blue R 250 0,1 %; álcool metílico 40 

% e ácido acético 10 %). Após este período, o gel foi descorado com solução 

descorante (álcool metílico 40 % e ácido acético 10 %), sob agitação contínua por 

cerca de 12 h. Posteriormente, o gel foi digitalizado e analisado para estimativa das 

massas moleculares das bandas peptídicas observadas. 

3.10 - Toxicidade das frações para C. maculatus 

As frações CBP obtidas de V. unguiculata, (cv. Fradinho e cv. BRS Xiquexique) 

e a fração CBV (obtida do cv. BRS Xiquexique) foram incorporadas em sistema de 
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sementes artificiais, segundo Macedo et al. (1993), nas concentrações de 5 % para 

as frações CBP e 2 % para a fração CBV.  

Calcofluor, (ligante de quitina Sigma-Aldrich) na concentração de 0,1 %, 

também foi incorporado em sementes artificiais da seguinte forma: calcofluor (1,2 mg) 

e farinha de cotilédone do cv. Fradinho (1,198 g), foram diluídos em 5 mL de água 

destilada, homogeneizados e recuperados por liofilização. Posteriormente, esta 

farinha foi dividida em porções de 400 mg e cada porção foi prensada utilizando uma 

prensa de botão em um molde cilíndrico (2,7 x 1,3 cm), gerando três sementes 

artificiais. 

As sementes controles foram constituídas de 400 mg de farinha de cotilédone 

de V. unguiculata (cv. Fradinho). As sementes artificiais foram infestadas com fêmeas 

de 2 dias de idade durante 24 h e após este período o excesso de ovos foi removido, 

deixando-se apenas 3 ovos por semente. As sementes foram incubadas em estufa 

B.O.D com temperatura (28 ºC) e umidade controlados (60 %). A eclosão larval foi 

observada no 6º DAO (dia após a oviposição) e no 20º DAO as sementes foram 

desfeitas para a retirada das larvas. A massa das larvas foi determinada e comparada 

com as larvas desenvolvidas nas sementes controle. Além disto, estas larvas foram 

fotografadas para análise de sua morfologia e determinação dos seus comprimentos, 

medidos através do software ImageJ.  

3.11 - Quantificação das macromoléculas e das atividades de enzimas nas larvas de 

C. maculatus 

3.11.1 - Extração larval 

Larvas desenvolvidas em sementes naturais de cv. Fradinho (13 a 21 DAO) e 

em sementes artificiais (5 % de CBP e 2 % de CBV do cv. BRS Xiquexique) foram 

submetidas às quantificações bioquímicas.  

Para a extração, as larvas foram maceradas em uma solução de cloreto de 

sódio 0,15 M (1 mg/15 µL) como ilustra a figura X. O extrato foi agitado durante 30 min 

à 4 °C, centrifugado 2.000 x g e o sobrenadante usado para as dosagens de glicose, 

proteínas, lipases e α-amilases. 
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Figura 6. Representação esquemática da extração larval. Imagem autoral (2021). 

O precipitado foi extraído com solução 0,5 % de tween 20 (10 mg/15 µL), sob 

agitação por 30 min à 4 °C. O sobrenadante obtido após centrifugação foi usado para 

dosagens de triacilgliceróis.  

Para os ensaios de atividades de proteases cisteínicas, as larvas foram 

maceradas em tampão citrato fosfato pH 5,0 (citrato de sódio 100 mM, fosfato de sódio 

100 mM, triton x-100 0,1 % e DTT 1,5 mM). O extrato larval foi mantido sob agitação 

durante 1 h, à 4 ºC e posteriormente centrifugado a 2.000 x g durante 10 min.  

Todos estes ensaios foram realizados em placa de 96 poços e em triplicata 

experimental. 
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3.11.2 - Quantificação de proteínas  

Para quantificar as proteínas das larvas foi utilizado o método de BCA de 

acordo com Smith et al. (1985). O extrato larval (10 µL) foi pipetado nos poços. 

Posteriormente, foram adicionados 200 μL de sulfato de cobre e BCA (2 mL de BCA 

para 0,04 mL de sulfato de cobre). A placa foi incubada a 37 °C durante 30 min e as 

absorbâncias foram lidas à 540 nm. Uma curva de ovalbumina (Sigma Aldrich), com 

concentrações entre 0,2 e 1 µg/µL foi utilizada como padrão para calcular a 

concentração de proteína das amostras.   

3.11.3 – Quantificação de glicose  

Para este ensaio foi utilizado o kit Glicose Monoreagente seguindo o manual 

do fabricante (BioClin). Este kit é formado por dois reagentes: 

• Reagente nº 1 (reagente enzimático) contendo tampão, fenol, 4-

aminoantipirina, glicose oxidase, peroxidase, estabilizante, surfactante e 

conservante. 

• Reagente n° 2 (padrão) constituído de glicose (100 mg/dL) e 

conservante.  

Ao extrato larval (2 µL) foram adicionados 200 µL do reagente enzimático. À 

glicose (2 µL) também foi adicionado 200 µL do reagente enzimático. As amostras 

foram homogeneizadas e incubadas à 37 ºC durante 10 min. As absorbâncias foram 

lidas em 492 nm. A quantidade de glicose das amostras foi calculada a partir da 

fórmula fornecida pelo kit: 

𝐺𝑙𝑖𝑐𝑜𝑠𝑒 (𝑚𝑔/𝑑𝐿) =
𝐴𝑏𝑠(𝐴𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎)  × 100

𝐴𝑏𝑠(𝑃𝑎𝑑𝑟ã𝑜)
 

3.11.4 – Quantificação de triglicerídeos 

Este ensaio foi realizado utilizando o kit Triglicérides Monoreagente da Bioclin, 

seguindo manual do fabricante (BioClin). Este kit é composto por 2 reagentes: 
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• Reagente nº 1 (reagente enzimático), que contem 4-clorofenol, lipase 

lipoproteica, glicerol kinase, peroxidase, glicerol-3-fosfato oxidase, 4-

aminoantipirina, ATP, ativador, estabilizante, surfactante e conservante. 

• Reagente nº 2 (padrão) – que contém triglicérides (100 mg/dL) e 

diluente. 

Ao extrato larval (2 µL) foram adicionados 200 µL do reagente enzimático. Ao 

triglicerídeo (2 µL) também foi adicionado 200 µL do reagente enzimático. As amostras 

foram homogeneizadas e incubadas à 37 ºC durante 10 min. As absorbâncias foram 

lidas em 500 nm. A quantidade de triglicerídeos das amostras foi calculada a partir da 

fórmula fornecida pelo kit: 

𝑇𝑟𝑖𝑔𝑙𝑖𝑐é𝑟𝑖𝑑𝑒𝑠 (𝑚𝑔/𝑑𝐿) =
𝐴𝑏𝑠(𝐴𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎)  × 100

𝐴𝑏𝑠(𝑃𝑎𝑑𝑟ã𝑜)
 

3.11.5 – Determinação da atividade de α-amilase 

Este ensaio foi realizado utilizando o kit Amilase Monoreagente da Bioclin, 

seguindo as instruções de uso do fabricante. Este kit é formado por 2 reagentes: 

• Reagente nº 1 (substrato) que contém: amido, tampão fosfato (pH 7,0), 

estabilizante e conservante. 

• Reagente nº 2 (reagente de cor; solução estoque de iodo). O reagente 

nº 2 foi utilizado para preparar o reagente de trabalho constituído de 5 

mL do reagente nº 2 + 45 mL de água destilada. 

O volume de 100 µL do substrato para cada ponto amostral foi incubado 

durante 2 min à 37 ºC. Posteriormente, esse substrato foi adicionado ao extrato larval 

(2 µL) e ao controle negativo (solução 0,5 % tween 20) (2 µL). Estas soluções foram 

incubadas durante 7,5 min à 37 ºC. O volume de 100 µL do reagente de trabalho foi 

adicionado nas amostras juntamente com 800 µL de água. As absorbâncias foram 

lidas em 630 nm. A atividade de α-amilase das amostras foi calculada a partir da 

fórmula fornecida pelo kit: 

𝛼 − 𝑎𝑚𝑖𝑙𝑎𝑠𝑒(𝑈/𝑑𝐿) =
𝐴𝑏𝑠(𝐴𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎) − 𝐴𝑏𝑠(𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜)

𝐴𝑏𝑠(𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜) × 800
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3.11.6 – Determinação da atividade de lipase 

Este ensaio foi realizado utilizando o kit Lipase Monoreagente da Bioclin, 

seguindo as instruções de uso do fabricante. Este kit é composto por 5 reagentes: 

• Reagente nº 1 (tampão) – Tris 100 mM, pH 8,5 

• Reagente nº 2 (inibidor enzimático – 8 mM) – fenilmetilsulfonil fluoreto e 

solubilizante 

• Reagente nº 3 (reagente de cor – 3 mmol/L) – DTNB, acetato de sódio e 

estabilizador 

• Reagente nº 4 (substrato – 20 mmol/L) – tiobutirato ditiopropanol e 

surfactante 

• Reagente nº 5 - acetona 

 Ao extrato larval (5 µL) foram adicionados 100 µL de tampão, 5 µL de inibidor 

enzimático e 10 µL de reagente de cor. Para cada amostra havia um controle, que não 

havia inibidor enzimático. As amostras foram incubadas durante 2 min à 37 ºC. O 

volume de 10 µL de substrato foi adicionado às amostras e 10 µL de tampão salina 

(solução de cloreto de sódio 0,15 M) foram adicionados aos controles. Estas amostras 

foram incubadas durante 30 min à 37 ºC. A reação foi interrompida com 200 µL de 

acetona. As amostras foram homogeneizadas, mantidas sob repouso por 5 min e 

centrifugadas à 2.000 x g durante 5 min. As absorbâncias dos sobrenadantes foram 

lidas em 405 nm. A atividade de lipase das amostras foi calculada a partir da fórmula 

fornecida pelo kit: 

𝐿𝑖𝑝𝑎𝑠𝑒 (𝑈/𝐿) =
𝐴𝑏𝑠(𝐴𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎) − 𝐴𝑏𝑠(𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝑁𝑒𝑔𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜)

7
 ×  1000 

3.11.7 – Quantificação de proteases cisteínicas 

O ensaio foi feito segundo Michaud et al. (1994) usando azocaseína como 

substrato. A azocaseína foi preparada como solução a 1 % em tampão citrato-fosfato 

(100 mM de citrato de sódio pH 5,6; 100 mM de fosfato de sódio, 0,1 % de triton X-

100 e 1,5 mM de DTT). O volume de 40 μL do extrato larval (anteriormente diluído em 

uma proporção de 1:2) foi adicionado à solução de azocaseína (80 μL). As amostras 

foram incubadas à 37 ºC durante 1 h. A reação foi interrompida com TCA 10 % (300 
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μL). As amostras foram centrifugadas à 2.000 x g durante 5 min. Ao sobrenadante 

foram adicionados 300 μL de hidróxido de sódio 1 M. As absorbâncias foram lidas em 

440 nm. Uma curva de papaína (Fluka), com concentrações entre 0,0125 e 0,275 

µg/µL foi utilizada como padrão para calcular a concentração de protease cisteínica 

das amostras, através da seguinte fórmula:   

𝑃𝑟𝑜𝑡𝑒𝑎𝑠𝑒 𝑐𝑖𝑠𝑡𝑒í𝑛𝑖𝑐𝑎 (µg/µL) = 𝐴𝑏𝑠𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 .  𝑥(𝐹), 

𝑜𝑛𝑑𝑒,  𝐹𝑛 =  
𝐶𝑛

𝐴𝑏𝑠𝑛
; 

𝑛 = 𝑝𝑜𝑛𝑡𝑜 𝑑𝑎 𝑐𝑢𝑟𝑣𝑎 𝑒 𝐶 = 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 

3.12 – Experimentos in sílico 

3.12.1 - Modelagem molecular 

As sequências dos peptídeos da banda b1 da fração CBP, obtidas por 

espectrometria de massas, foram alinhadas no BLASTp com proteínas armazenadas 

no PDB. A proteína de maior identidade, 2EA7.A, foi utilizada como template para 

modelagem molecular da sequência utilizando o software AutoModel v. 0.10. O 

modelo gerado foi validado através do programa PROCHECK.   

3.12.2 - Busca das proteases de C. maculatus 

A fim de identificar as principais classes de proteases no inseto, foram feitas 

buscas em dados de transcriptoma e proteoma de larvas de C. maculatus disponíveis 

na literatura. Os trabalhos publicados por Sayadi et al. (2016), Moon et al. (2004), 

Nogueira et al. (2012) e Pedra et al. (2003) foram usados como bandos de dados de 

buscas para escolha das principais proteases. Essas proteases foram, então, 

utilizadas para a simulação da hidrólise, in sílico, da vicilina modelada. A partir da 

enzima escolhida foram escolhidos os locais de clivagem para obtenção dos 

peptídeos de vicilina.  
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3.12.3 – Identificação dos sítios de ligação à quitina (ChBD) 

Buscas na literatura foram feitas no intuito de comparar regiões da sequência 

de vicilinas prováveis de se ligarem a oligômeros de NAG. Os sítios de ligação à 

quitina previamente identificados nos trabalhos de Miranda et al. (2020) e Rocha et al. 

(2018) foram buscados manualmente na sequência dos peptídeos obtidos neste 

trabalho. Regiões de glicosilação nos peptídeos também foram identificadas utilizando 

a plataforma ELM (http://elm.eu.org/). Os peptídeos que continham sítios de ligação à 

quitina e sítios de glicosilação foram modelados a partir da estrutura tridimensional da 

vicilina modelada (item 3.12.1) utilizando o programa PyMol. 

3.12.4 - Docking do monômero de vicilina e dos peptídeos de vicilina com o tetrâmero 

de N-acetilglicosamina (NAG)4  

Todos os modelos gerados (vicilina e peptídeos), foram submetidos ao 

programa DockThor v. 2, desenvolvido por dos Santos et al., (2020). A estratégia de 

docking cego foi realizada utilizando um espaço de busca definido por um cubo de 40 

Å x 40 Å x 40 Å, cobrindo toda a superfície da proteína. O ligante utilizado foi o 

tetrâmero de N-acetilglicosamina (NAG)4, criado a partir do PyMol com o plug-in 

Azahar para desenhar oligossacarídeos. Todas as rotações do ligante estavam livres 

para girar enquanto os átomos da proteína foram mantidos rígidos. O algoritmo padrão 

de busca do site foi utilizado com 1.000.000 de avaliações e 24 execuções por 

experimento. O melhor modelo de encaixe foi avaliado através da energia de ligação 

e submetidos ao programa PLIP Web Tool, desenvolvido por Salentin et al., (2015) e 

ao programa LigPlot+ v. 2.2.4, desenvolvido por Laskowski e Swindells (2011). 

Através destes programas foram identificadas as interações não covalentes entre a 

vicilina e (NAG)4 e entre os peptídeos da vicilina e (NAG)4. O programa LigPlot+ v. 

2.2.4 indica apenas as interações hidrofóbicas e ligações de hidrogênio e fornece 

dados de distância apenas das ligações de hidrogênio. 

3.13 - Análise estatística dos dados 

Os experimentos foram feitos em triplicatas biológicas independentes. As 

médias, o desvio padrão e o tratamento estatístico foram feitos utilizando o software 
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GraphPad Prism 5.0. As análises de variância (ANOVA) e análises do teste Tukey 

(Teste T) foram realizadas segundo Bridge e Sawilowsky (1999). Resultados foram 

considerados estatisticamente diferentes do controle quando P < 0,05.  
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4 RESULTADOS 

4.1 – Isolamento e identificação de proteínas com afinidade à quitina (CBP) em 

sementes de Vigna unguiculata  

O ensaio cromatográfico a partir dos extratos proteicos do cv. BRS Xiquexique 

mostrou que parte das proteínas apresentaram afinidade à quitina. A Figura 6-A 

apresenta o perfil cromatográfico obtido. O pico b observado a partir da eluição com 

HCl 100 mM indica a presença de proteínas que se ligam à quitina, denominadas 

fração CBP, contudo, a alta absorbância obtida nas leituras pode indicar interferência 

de pigmentos presentes nas amostras. 

O perfil proteico da fração CBP foi visualizado através de gel de poliacrilamida 

(15 %) e mostrou uma variação de bandas com massas moleculares de 100 kDa até 

abaixo de 25 kDa. Quatro bandas entre 55 e 15 kDa, denominadas b1, b2, b3 e b4 

(Figura 6-B) foram recortadas do gel e analisadas por espectrometria de massas. A 

presença de vicilinas na fração CBP foi detectada através de Western blotting (Figura 

6-B2) e ELISA (Figura 6-C). Bandas majoritárias compreendidas entre 55 e 40 kDa e 

com 100 kDa reagiram com o anticorpo anti-vicilina. Bandas menos intensas foram 

reativas com o anticorpo anti-quitinase (Figura 6-B3).  

Os peptídeos gerados a partir das bandas b1, b2, b3 e b4 foram analisados por 

espectrometria de massas e sua similaridade com vicilinas de V. unguiculata (Acesso 

UniProt: A8YQH5_VIGUN) foi verificada por BLASTp. O alinhamento destes 

peptídeos se encontra na Figura 7. Alguns peptídeos originados a partir da banda b4 

também apresentaram similaridade com uma quitinase de C. ensiformis (Acesso 

UniProt: O81934_CANEN) (Figura 8), sugerindo a presença de entidades moleculares 

distintas (vicilinas e quitinases) na banda b4.  

Proteinas com afinidade à quitina também foram obtidas do cultivar Fradinho, 

suscetível à infestação pelo inseto (Figura 9-A). O perfil proteico da fração retida em 

quitina foi visualizado através de gel SDS-PAGE (12 %) e foram observadas bandas 

majoritárias entre 35 e 70 kDa (Figura 9-B), similares às observadas no cv. BRS 

Xiquexique (Figura 6-B).  
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Figura 7. Isolamento e caracterização de proteínas com afinidade à quitina (CBP) de sementes 

do cultivar de V. unguiculata BRS Xiquexique. A: Cromatografia de afinidade à quitina. Proteínas 

não retidas (a) foram coletadas com acetato de sódio 100 mM e as proteínas retidas em quitina (b) 

foram eluídas com HCl 100 mM. B: SDS-Page e Western blotting da fração CBP. MW – Marcador de 

massa molecular. 1 – Fração CBP. Caixas b1, b2, b3 e b4 representam as bandas que foram 

submetidas às análises de espectrometria de massas. 2 – Detecção de vicilinas 3 – Detecção de 

quitinases. C: Quantificação de vicilinas em cotilédones do cv. BRS Xiquexique e na fração CBP obtida. 

Os experimentos foram feitos em triplicatas e os resultados apresentados são as médias obtidas.  

A 

B C 
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Figura 8. Múltiplo alinhamento das sequências dos peptídeos de CBP de sementes de BRS 

Xiquexique com vicilina de sementes de V. unguiculata. (Acesso UniProt: A8YQH5_VIGUN). 

Destaques em cinza representam regiões de similaridade. Alinhamento realizado através do BLASTp. 
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Figura 9. Alinhamento das sequências dos peptídeos da banda b4 de CBP de sementes de BRS 

Xiquexique com quitinase de sementes de C. ensiformis. (Acesso UniProt: O81934_CANEN). 

Destaques em cinza representam regiões de similaridade. Alinhamento realizado através do BLASTp. 
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Figura 10. Isolamento e caracterização de proteínas com afinidade à quitina (CBP) de sementes 

de V. unguiculata cv. Fradinho. A: Cromatografia de afinidade à quitina. Proteínas não retidas (a) 

foram coletadas com acetato de sódio 100 mM e as proteínas retidas em quitina (b) foram eluídas com 

HCl 100 mM. B: SDS-Page e western blotting da fração CBP. MW – Marcador de massa molecular. 

 

 

 

B 

A 
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4.2 – Análise do desenvolvimento larval de C. maculatus em sementes naturais 

de V. unguiculata cv. Fradinho 

Para melhor entender o desenvolvimento de C. maculatus, bem como o perfil 

metabólico de algumas macromoléculas e atividades enzimáticas, larvas de 3º e 4º 

instares e pupas presentes em sementes do cv. Fradinho foram coletadas de 13 a 22 

DAO (Figura 10) e submetidas a determinação de atividades enzimáticas (Figura 11) 

e dosagens de macronutrientes (Figura 12). A morfologia aparente das larvas durante 

o desenvolvimento foi similar entre 13 e 20 DAO (Figura 10-A), variando a massa e o 

comprimento (Figura 10-B). No 21º DAO já observamos a formação de pré-pupas e 

no 22º DAO, pupas (Figura 10-A). A Figura 10-B apresenta a massa e o comprimento 

médios destas larvas. É possível observar ganho de massa expressivo a partir do 17º 

até o 20º DAO (4º ínstar). O comprimento é constantemente ascendente a partir do 

18º DAO.  

Durante o desenvolvimento larval, é possível observar que os níveis da 

atividade das enzimas α-amilase e proteases cisteínicas são crescentes a partir do 

16º DAO, com máxima atividade de α-amilase em 17º DAO (Figura 11-A) e de 

proteases cisteínicas em 18º DAO (Figura 11-B). No entanto, os níveis de lipase têm 

um perfil diferente ao longo do desenvolvimento, observando-se baixos níveis de 

atividade nas larvas, com aumento à medida que o inseto entra em estágio de pupa 

(Figura 11-C). As quantificações de glicose (Figura 12-A), proteínas (Figura 12-B) e 

triglicerídeos (Figura 12-C) se elevam a partir do 16º até o 19º DAO, quando atingem 

um pico e então começam a decrescer.  
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Figura 11. Desenvolvimento larval de C. maculatus em sementes de feijão-caupi cv. Fradinho. 

A: Esquematização das larvas coletadas de 13 a 22 DAO. Barra=1 cm. B: Massa e comprimento das 

larvas de C. maculatus de 13 a 21 DAO. Os valores representam a média de 3 experimentos 

independentes. 
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Figura 12. Atividade enzimática em larvas de C. maculatus desenvolvidas em sementes naturais 

de feijão-caupi cv. Fradinho. Atividade enzimática de A: α-amilases, B: proteases cisteínicas e C: 

lipases. 

A 

B 

C 
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Figura 13. Quantificação de macromoléculas em larvas de C. maculatus desenvolvidas em 

sementes naturais de feijão-caupi cv. Fradinho. Quantificação de A: Glicose, B: Proteína e C: 

Triglicerídeos.  

A 

B 

C 
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4.3 – Toxicidade das frações CBP de sementes de V. unguiculata para C. 

maculatus 

Larvas desenvolvidas em sementes artificiais contendo 5 % da fração CBP de 

sementes do cv. BRS Xiquexique tiveram seu desenvolvimento alterado (Figuras 13 

e 14). O desenvolvimento embrionário aparente e a eclosão larval não foram afetados 

(Figura 13-A). No 6º DAO as larvas já estavam formadas dentro dos ovos postos sobre 

ambas as sementes. No 11º DAO as larvas já haviam eclodido, estando os ovos com 

aspecto opaco, o que indica a presença de farinha e fezes larvais dentro do ovo 

(Figura 13-A).  Quando avaliado o tamanho das larvas 20 DAO, desenvolvidas na 

presença de 5 % de CBP do cv. BRS Xiquexique foi observada uma redução quando 

comparado com larvas controle de (Figura 13-B). 

 

Figura 14. Avaliação da interferência de CBP de sementes de BRS Xiquexique na penetração e 

morfologia larval de C. maculatus. A: Desenvolvimento embrionário de C. maculatus em sementes 

contendo 0% (controle) ou 5% de CBP. Barra = 0.1 mm. B: Morfologia larval de C. maculatus em 

sementes contendo 0% (controle) ou 5% de CBP em 20 DAO. Barra = 1 cm. 

A massa e o comprimento das larvas de C. maculatus, desenvolvidas na 

presença de 5 % de CBP do cv. BRS Xiquexique foram bastante reduzidas (Figura 

14). Larvas de 20 DAO mostraram reduções de 51,23 % no comprimento (Figura 14-

A) e de 79,6 % na massa larval (Figura 13-B), quando comparados as larvas controle. 
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Figura 15. Avaliação da interferência da fração CBP de sementes de BRS Xiquexique no 

desenvolvimento larval de C. maculatus. Massa (A) e comprimento (B) das larvas de C. maculatus 

com 0% ou 5% de CBP de BRS Xiquexique em 20 DAO. Os valores representam a média de 3 

experimentos independentes. Valores seguidos por * foram estatisticamente diferentes do respectivo 

controle de acordo com teste t de Student (p < 0,05). Barras de erros indicam o desvio padrão. 

Apesar do cv. Fradinho também possuir proteínas com afinidade à quitina, 

estas proteínas não apresentaram toxicidade para C. maculatus (Figura 15). A 

morfologia (Figura 15-A), comprimento (Figura 15-B) e massa (Figura 15-C) das larvas 

desenvolvidas em sementes contendo 5 % de CBP do cv. Fradinho não foram 

alterados, sendo similares aos das larvas controle.  

 

 

 

 

A B 
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Figura 16. Avaliação da interferência de CBP de sementes de cv. Fradinho no desenvolvimento 

larval de C. maculatus. Morfologia (A), comprimento (B) e massa (C) larvais de C. maculatus com 0% 

(controle) ou 5% de CBP de Fradinho em 20 DAO. Barra mede 5 mm. Os valores representam a média 

de 3 experimentos independentes. NS – Não significativo em relação ao controle de acordo com teste 

t de Student (p < 0,05). Barras de erros indicam o desvio padrão. 

A 

B 

C 

n

NS 
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4.4 – Isolamento de vicilinas e peptídeos de vicilina com afinidade à quitina de 

sementes de V. unguiculata cv. BRS Xiquexique 

No intuito de separar as vicilinas das quitinases presentes na fração CBP do 

cv. BRS Xiquexique, a fração foi diluída em água para separação das proteínas 

insolúveis em água. A fração obtida foi demoninada CBV. As frações CBP e CBV 

foram visualizadas através de SDS-PAGE (12 %) para comparação dos perfis 

proteicos (Figura 16-A). O perfil proteico mostrou a presença majoritária de duas 

bandas na fração CBV, com massas moleculares entre 55 e 40 kDa (Figura 16-A2). A 

fração CBV não mostrou atividade quitinásica considerável quando comparada com a 

atividade observada na fração CBP (Figura 16-B), indicando uma efetiva separação 

entre vicilinas e quitinases. 

Para investigar os prováveis domínios de ligação à quitina presentes nas 

vicilinas, a fração CBV foi hidrolisada in vitro e os peptídeos resultantes foram 

submetidos à cromatografia de afinidade à quitina (Figura 17). O perfil cromatográfico 

mostra que parte dos peptídeos gerados ainda possuíam afinidade à quitina (Figura 

17-A). O produto da hidrólise, após ser eluído da matriz de quitina, foi separado em 

duas frações: maiores que 10 kDa [visualizado em gel SDS-PAGE (Figura 17-B1)] e 

menores que 10 kDa [visualizado em gel SDS-PAGE de tricina (Figura 17-B2)] com 

uma banda de aproximadamente 5 kDa. 
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Figura 17. Isolamento de CBV do cv. BRS Xiquexique. A: SDS-Page (12%). MW – Marcador de 

massa molecular. 1 – Fração CBP. 2. Fração CBV. B: Ensaio de atividade de quitinase. Valores 

seguidos por * apresentam diferenças estatísticas de acordo com teste t de Student (p < 0,05). Barras 

de erros indicam o desvio padrão. 
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Figura 18. Isolamento e caracterização dos peptídeos de CBV de sementes do cv. BRS 

Xiquexique. A: Cromatografia de afinidade à quitina. Peptídeos não retidos (a) foram coletados com 

acetato de sódio 100 mM e os peptídeos retidos em quitina (b) foram eluídos com HCl 100 mM. B1: 

SDS-PAGE da vicilina hidrolisada. B2: SDS-PAGE de tricina dos peptídeos de CBV. MW – Marcador 

de massa molecular. 
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4.5 – Avaliação da toxicidade de vicilinas com afinidade à quitina de sementes 

de Vigna unguiculata BRS Xiquexique para C. maculatus  

A fração CBV foi incorporada na dieta artificial (2 %) de C. maculatus para verificação 

de sua toxicidade. Foi observado que as larvas alimentadas com a fração CBV 

sofreram alterações em seu desenvolvimento (Figura 18). Não houve alteração na 

morfologia das larvas alimentadas com 2 % da fração CBV (Figura 17-A), no entanto, 

o comprimento (Figura 18-B) e a massa (Figura 18-C) das larvas foram 

significativamente reduzidos em 33.23 % e 64.3 % respectivamente, quando 

comparados com as larvas controle. 
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Figura 19. Interferência de CBV de sementes de BRS Xiquexique no desenvolvimento larval de 

C. maculatus. Morfologia (A), massa (B) e comprimento (C) larvais de C. maculatus com 0% ou 2% 

de CBV de BRS Xiquexique em 20 DAO. Barra = 5 mm. Os valores representam a média de 3 

experimentos independentes. Valores seguidos por * foram estatisticamente diferentes do respectivo 

controle de acordo com teste t de Student (p < 0,05). Barras de erros indicam o desvio padrão. 

A 

B 
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4.6 - Toxicidade de calcofluor para C. maculatus 

Para fins de comparação da toxicidade de ligantes de quitina para o inseto, 

incorporou-se calcofluor na alimentação de C. maculatus, considerando que este 

composto possui propriedade comprovada de afinidade à quitina (Wang e Granados, 

2000). A concentração de 0,1 % de calcofluor já foi capaz de diminuir drasticamente 

o tamanho das larvas de C. maculatus (Figura 19). O comprimento e massa das larvas 

alimentadas com 0,1 % de calcofluor diminuíram 55,3 % (Figura 19-B) e 93,9 % 

(Figura 19-C), respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

                          

Figura 20. Interferência de calcoflúor no desenvolvimento larval de C. maculatus. A: Morfologia, 

B: comprimento e C: massa larvais de C. maculatus com 0 ou 0,1 % de calcoflúor em 20 DAO. Barra=1 

cm. Os valores representam a média de 3 experimentos independentes. Valores seguidos por * foram 

estatisticamente diferentes do respectivo controle de acordo com teste t de Student (p < 0,05). Barras 

de erros indicam o desvio padrão. 
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4.7 – Dosagem bioquímica em larvas de C. maculatus desenvolvidas em 

sementes artificiais 

As larvas de C. maculatus de 20 DAO desenvolvidas em sementes artificiais 

contendo 5 % da fração CBP cv BRS Xiquexique, 2 % da fração CBV e 0,1 % de 

calcofluor foram submetidas à dosagem de proteases cisteínicas. Foi observado que 

todas essas larvas mostraram reduções de 46,5 %, 64 % e 86,2 %, respectivamente 

na atividade de proteases cisteínicas quando comparadas com as larvas controle 

(Figura 20).  

 

Figura 21. Interferência das frações CBP (5 %) e CBV (2 %) do cv BRS Xiquexique e 0,1 % de 

calcofluor nas proteases cisteínicas de larvas de C. maculatus. Os valores representam a média 

de triplicatas experimentais. Letras diferentes indicam diferença estatística entre os valores 

apresentados de acordo com teste Tukey (p < 0,05). Barras de erros indicam o desvio padrão. 

As dosagens bioquímicas realizadas nas larvas de C. maculatus de 20 DAO 

que se alimentaram com 2 % da fração CBV revelaram que as quantidades de 

proteína e glicose e as atividades das enzimas lipase e amilase foram reduzidas para 

percentuais inferiores a 50 % dos valores observados nas larvas controle (Figura 21). 
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Figura 22. Interferência da fração CBV (2 %) do cv BRS Xiquexique no perfil metabólico de larvas 

de C. maculatus. Os valores representam a média de triplicatas experimentais. Letras diferentes 

indicam diferença estatística entre os valores apresentados de acordo com teste Tukey (p < 0,05). 

Barras de erros indicam o desvio padrão. 

 

  

c c 

b 



58 
 

4.8 – Modelagem molecular do monômero de vicilina e docking com 

tetraglicídeo de N-acetilglicosamina 

As sequências de peptídeos obtidas através das análises de espectrometria 

de massas, foram submetidas ao BLASTp para serem alinhadas apenas com 

proteínas armazenadas no PDB, isto é, proteínas que possuem informação sobre sua 

estrutura tridimensional. Após a busca no banco de dados do PDB, a proteína que 

mostrou maior similaridade e cobertura com a sequência de peptídeos obtida da 

amostra foi uma vicilina de V. angularis (cadeia A) [PDB: 2EA7]. A Figura 22 mostra o 

alinhamento da sequência dos peptídeos obtidos da banda b1 com a proteína 2EA7.A. 

A partir da sequência da proteína 2EA7.A foi deduzida o restante da sequência da 

banda b1. O modelo da proteína 2EA7.A foi utilizado como template para a 

modelagem molecular da banda b1. A estrutura tridimensional obtida está 

representada na Figura 23-A. 

Utilizando a estrutura obtida a partir da banda b1, foi realizado o docking 

molecular do monômero da vicilina com o tetrâmero de N-acetilglicosamina (NAG)4. O 

encaixe que mostrou menor energia de ligação (-7,75 kcal/mol), indicando uma ligação 

espontânea, foi selecionado para que fossem analisados os resíduos de interação 

com (NAG)4. Os resíduos His3, Arg16, Ser52, Gln305, Arg306, Gln310 e Trp318 

formam interações hidrofóbicas com (NAG)4. Os resíduos Arg51, Glu307, Gln19, 

Lys53 formam ligações de hidrogênio com o açúcar, enquanto His3 e Lys 53 interagem 

com (NAG)4 por pontes salinas (Figura 23-B; Tabela 2).  
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Figura 23. Alinhamento da sequência de peptídeos de b1 com vicilina de V. angualaris. Código 

de acesso PDB: 2EA7. Destaques em cinzas representam as regiões de similaridades. 
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Figura 24. Potencial sítio de ligação à quitina na estrutura do monômero de vicilina (b1, cv. BRS 

Xiquexique). A: Estrutura tridimensional do monômero de vicilina do cv. BRS Xiquexique obtida através 

do AutoModel utilizando a proteína 2EA7.A como template. Imagem criada a partir do PyMol. B: 

Interações entre resíduos de vicilina e (NAG)4 obtidas através do programa PLIP Web Tool. Linhas 

azuis=ligações de hidrogênio. Linhas tracejadas amarelas=pontes salinas. Linhas tracejadas 

pretas=interações hidrofóbicas. Sticks em azul escuro=átomos de nitrogênio. Sticks em 

vermelho=átomos de oxigênio. C: Diagrama 2D representando as interações entre resíduos de vicilina 

com (NAG)4 estabelecidas através do programa LigPlot+ v. 2.2.4. Arcos tracejados pretos=interações 

hidrofóbicas. Linhas pontilhadas azuis=ligações de hidrogênio. Números expressam a distância (Å) das 

ligações de hidrogênio. Esferas pretas=átomos de carbono. Esferas azuis=átomos de nitrogênio. 
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Esferas vermelhas=átomos de oxigênio.  [Esqueletos de carbono em azul representam os resíduos de 

vicilina e esqueletos de carbono em laranja representam (NAG)4 nas Figuras B e C]. 

Tabela 2. Interações entre o monômero de vicilina e (NAG)4. * Distância entre átomos de 

carbono nas interações hidrofóbicas. Distância entre H e átomos aceptores nas ligações de 

hidrogênio. Distância entre os centros de carga nas pontes salinas. Dados obtidos através do 

programa PLIP Web Tool e LigPlot+ v. 2. 2. 4. 

Resíduo Distância (Å)* Tipo de interação 
Participa de 

interação hidrofóbica 

His3 4,29 Ponte salina x 

Arg16 - Interação hidrofóbica x 

Gln19 2,54 

Ligação de hidrogênio 

 

Gln50 2,44 x 

Arg51  3,29 

x 
Arg51  2,97 

Arg51  2,83 

Arg51  2,20 

Ser52 - Interação hidrofóbica x 

Lys53  2,27 Ligação de hidrogênio  

Lys53 5,42 Ponte salina  

Gln305 - 
Interação hidrofóbica 

x 

Arg306 3,80 x 

Glu307  2,57 

Ligação de hidrogênio 
x Glu307  1,88 

Glu307  1,87 

Gln309 2,98 x 

Gln310 - 
Interação hidrofóbica 

x 

Trp318 3,89 x 
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4.9 – Hidrólise, in silico, da vicilina e localização dos possíveis sítios de ligação 

à quitina e sítios de glicosilação nos peptídeos  

Inicialmente fizemos buscas para identificar as proteases majoritárias em C. 

maculatus. As buscas realizadas em dados de proteoma e transcriptomas (Tabela 3) 

mostraram que proteases cisteínicas do tipo catepsina L foram encontradas na 

maioria das buscas, como sendo a protease majoritária em larvas. Sendo assim, essa 

protease foi escolhida para simular a hidrólise, in silico, do monômero da vicilina. Estas 

enzimas clivam ligações peptídicas que envolvem resíduos de aminoácidos 

aromáticos e hidrofóbicos (Rawlings e Salvesen, 2013). A partir da estrutura 

tridimensional da vicilina, obtida através da modelagem molecular, as regiões com 

resíduos aromáticos e hidrofóbicos mais acessíveis (expostos) na estrutura 

tridimensional do monômero, foram selecionadas (Figura 24-preto) como os pontos 

de hidrólise. Os resultados mostraram que 19 peptídeos foram obtidos, com tamanhos 

que variaram de 39 a 9 resíduos de aminoácidos (Tabela 4).  

Tabela 3. Busca das proteases digestivas majoritárias em larvas de C. maculatus 

Transcriptoma Proteoma 

Sayady et al., 
(2016) 

Moon et al., (2004) Pedra et al., (2003) 
Nogueira et al., 

(2012) 

Catepsina B Catepsina L Catepsina L Catepsina L 

  Catepsina B Protease Aspártica 
Carboxipeptidase 

Serínica 

  Carboxipeptidase 
Endopeptidase 

Cisteínica 
Catepsina B 

      Catepsina D 

      Aminopeptidase N 

      Peptidase Aspártica 

      Carboxipeptidase 

      Peptidase Serínica 
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Figura 25. Resíduos aromáticos e hidrofóbicos expostos na estrutura tridimensional do 

monômero da vicilina. Estrutura obtida a partir do programa AutoModel utilizando a proteína 2EA7.A 

como template. Imagem criada a partir do PyMol. Azul=monômero de vicilina. Preto=resíduos 

hidrofóbicos e aromáticos mais expostos. 

Os sítios de ligação à quitina previamente publicados na literatura EITPEK 

(Rocha et al., 2018) e REQIRELMK (Miranda et al., 2020), foram buscados 

manualmente nas sequências dos 19 peptídeos gerados após a hidrólise in silico da 

banda b1. Os resultados mostraram (Tabela 4) um peptídeo de 12 aminoácidos 

(GRLHEITPEKNP) que possui o sítio de ligação à quitina previamente identificado por 

Rocha et al. (2018). Uma região bastante similar ao sítio de ligação previamente 

identificado por Miranda et al. (2020) foi identificado em um peptídeo de 19 

aminoácidos (KREQIQELMKHAKSSSRKS). A única diferença dessa região 

encontrada no peptídeo de vicilina, comparando com o sítio identificado por Miranda 

et al. (2020) é a presença de um resíduo de glutamina (Q) ao invés de uma arginina 

(R) na posição 5 do sítio. 

Os resultados obtidos através da predição do programa ELM revelaram 

possíveis sítios de glicosilação nos peptídeos. No maior peptídeo, de 39 aminoácidos, 

foi localizada a região RSGQ (Tabela 4), denominada pelo ELM como 

MOD_GLcNHglycan, e classificada como um sítio de ligação a glicosaminoglicanos. 

Os glicosaminoglicanos são polímeros lineares longos, não flexíveis, que têm como 

base estrutural unidades dissacarídicas repetidas (Pepi et al., 2021). Um dos 

monossacarídeos que compõem os dissacarídeos é sempre a N-acetilglicosamina ou 
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a N-acetilgalactosamina, sendo o outro monossacarídeo, na maioria dos casos, um 

ácido urônico (Pepi et al., 2021).  

A região INATSN foi localizada em um peptídeo de 29 aminoácidos (Tabela 

4). Esse sítio denominado pelo ELM como MOD_N-GLIC_1 é considerado um sítio de 

glicosilação. Nas glicosilações do tipo N-ligadas, um resíduo de N-acetilglicosamina é 

ligado a um resíduo de asparagina através de uma ligação amida. O resíduo de 

asparagina deve ser pertencente a uma sequência Asn-X-Thr ou Asn-X-Ser, onde X 

pode ser qualquer aminoácido, com exceção da prolina (An et al., 2009). 

Tabela 4. Peptídeos obtidos através da clivagem in sílico pela catepsina L. Regiões 

destacadas representam prováveis sítios de ligação a quitina, de acordo com Rocha et al., 

(2018) e Miranda et al., (2020). Regiões destacadas representam sítios de glicosilação 

detectados pelo programa ELM.  

Peptídeo 
Nº de 

resíduos 

IVHREHQESQEESDSRSGQNNPFYFDSDRWFHTLFRNQY 39 

GHIRVLQRFDQRSKQIQNLENYRVVEFKSKP 31 

NTLLLPHHADA 11 

DFLLVVLNGRAVLTLVNP 18 

DGRDSYILEQGHAQKIP 17 

AGTTFFLVNP 10 

NDNDNLRIIKLAIPVNNP 18 

HRFQDFFLSSTEAQQSYL 18 

GEEQKQQDEESQQEGVIVQL 20 

KREQIQELMKHAKSSSRKS 19 

LSSDEPFNLRNSKPIYSNKF 20 

GRLHEITPEKNP 12 

QLKDLDVFISSVDM 14 

KEGALLHPHYRSKAIVILVVNKGEA 25 

NLELVGQREQQQQQQEESWEV 21 

QRYRAELSEDDVFVIPAAYPVAINATSNL 29 

NFLAFGINA 9 

ENNQRNFLAGEKDNV 15 

INKQSESHFVDAQPE 15 
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4.10 - Docking dos peptídeos de vicilina obtidos da hidrólise in sílico com 

tetraglicídeo de N-acetilglicosamina  

Os peptídeos obtidos da hidrólise, in silico, do monômero de vicilina onde 

foram localizados possíveis sítios de ligação à quitina e sítios de glicosilação (Tabela 

4) foram selecionados para ensaios de docking com NAG4. Foram selecionados o 

peptídeo de 39 aminoácidos onde se localiza a região RSQG agora denominado 

PEP1; peptídeo de 19 aminoácidos (KREQIQELMKHAKSSSRKS) denominado 

PEP2; O peptídeo de 12 aminoácidos (GRLHEITPEKNP) denominado PEP3; e PEP4 

o peptídeo de 29 aminoácidos onde temos um possível sítio de glicosilação INATSN 

(Tabela 4). 

Os encaixes que mostraram as menores energias de ligação, para cada uma 

das interações entre os peptídeos e (NAG)4, foram selecionados para as análises dos 

resíduos de interação. Na Figura 25 é mostrada a sequência primária da proteína 

modelo, destacando os pontos da clivagem in silico (traços verticais), os sítios de 

ligação à quitina previamente identificados por Rocha et al., (2018) e Miranda et al., 

(2020), outros possíveis sítios de glicosilação, identificados pelo programa ELM; os 

resíduos de interação do monômero com (NAG)4 (Figura 23-B) e os resíduos de 

interação dos peptídeos com (NAG)4. 

O docking do PEP1 com (NAG)4 mostrou energia de ligação negativa (-6,593 

kcal/mol), indicando a espontaneidade da ligação. Os resultados mostraram que o 

peptídeo interage com NAG4, através de ligações de hidrogênio com os resíduos Glu5, 

Ser9, Ser17, Tyr24, Asp26, Ser27 e Asp28 e através de interações hidrofóbicas com 

os resíduos Gln10, Ser17, Ser27 e Asp28 (Figura 26, Tabela 5). Dentre essas 

interações, apenas a interação entre (NAG)4 com o resíduo Ser17 envolve a região 

RSQG, previamente descrita pelo ELM como um sítio de ligação a 

glicosaminoglicanos.  

O docking do PEP2 com (NAG)4 mostrou energia de ligação negativa (-7,962 

kcal/mol). O zdocking revelou interações do (NAG)4, através de ligações de 

hidrogênio, com os resíduos Gln4, Leu8, Ala12 e Lys13 (Figura 27, Tabela 5) e através 

de interações hidrofóbicas com os resíduos Ile5, Leu8 e Ala12. Dentre essas, as 

interações entre (NAG)4 e os resíduos Gln4, Ile5 e Leu8 envolvem a região 



66 
 

REQIQELMK, previamente descrita por Miranda et al., (2020) como um sítio de 

ligação à quitina.  

 

Figura 26. Estrutura primária da vicilina do cv. BRS Xiquexique. Traços verticais: pontos escolhidos 

para a clivagem in silico. Sublinhado contínuo: sítios de ligação à quitina identificados por Rocha et al., 

(2018) e Miranda et al., (2020). Sublinhado pontilhado: Sitios de glicosilação identificados pelo 

programa ELM. Resíduos destacados em preto: Resíduos de interação do monômero com (NAG)4. 

Resíduos destacados em cinza: Resíduos de interação dos peptídeos (PEP1, PEP2, PEP3 e PEP4) 

com (NAG)4. 

O docking do PEP3 com NAG4 mostrou energia de ligação igual a -7,341 

kcal/mol e interações do (NAG)4, através de ligações de hidrogênio, com os resíduos 

Leu3, Glu5 e Lys10, através de interações hidrofóbicas com os resíduos Leu3, His4, 

Glu9 e Lys10, além de uma ponte salina com Glu9 (Figura 28, Tabela 5). Dentre essas, 

as interações entre (NAG)4 e os resíduos Glu5, Glu9 e Lys10 envolvem a região 

EITPEK, previamente descrita por Rocha et al., (2018) como um sítio de ligação à 

quitina.  

O docking do PEP4 com (NAG)4 mostrou energia de ligação igual a -7,814 

kcal/mol e interações do (NAG)4, através de interações hidrofóbicas com os resíduos 

Tyr3, Arg4, Ala5, Glu9, Val12, Phe13 e Val14. Ligações de hidrogênio envolvendo os 

resíduos Glu6, Ser8, Asp11, Val12 e Val14 também foram observadas, além de uma 

ponte salina com o aminoácido Asp11 (Figura 29, Tabela 5). Nenhuma das interações 
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mostradas envolve a região INATSN, previamente descrita pelo ELM como um sítio 

de glicosilação. 

 

 

Figura 27. Docking molecular entre o peptídeo PEP1, obtido in sílico, com (NAG)4. A: Interações 

entre resíduos do PEP1 e (NAG)4 obtidas através do programa PLIP Web Tool. Linhas azuis=ligações 

de hidrogênio. Sticks em azul escuro=átomos de nitrogênio. Sticks em vermelho=átomos de oxigênio. 

B: Diagrama 2D representando as interações entre resíduos do PEP1 com (NAG)4 estabelecidas 

através do programa LigPlot+ v. 2.2.4. Arcos tracejados pretos=interações hidrofóbicas. Linhas 

pontilhadas azuis=ligações de hidrogênio. Números expressam a distância (Å) das ligações de 

hidrogênio. Esferas pretas=átomos de carbono. Esferas azuis=átomos de nitrogênio. Esferas 

Ser9 

Glu5 
Ser17 

Tyr24 

Asp28 

Asp27 

Asp26 

A 

B 
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vermelhas=átomos de oxigênio. [Esqueletos de carbono em azul representam os resíduos de PEP1 e 

esqueletos de carbono em laranja representam (NAG)4 nas Figuras A e B]. 

 

 

Figura 28. Docking molecular entre o peptídeo PEP2, obtido in sílico, com (NAG)4. A: Interações 

entre resíduos do PEP2 e (NAG)4 obtidas através do programa PLIP Web Tool. Linhas azuis=ligações 

de hidrogênio. Sticks em azul escuro=átomos de nitrogênio. Sticks em vermelho=átomos de oxigênio. 

B: Diagrama 2D representando as interações entre resíduos do PEP2 com (NAG)4 estabelecidas 

através do programa LigPlot+ v. 2.2.4. Arcos tracejados pretos=interações hidrofóbicas. Linhas 

pontilhadas azuis=ligações de hidrogênio. Números expressam a distância (Å) das ligações de 

hidrogênio. Esferas pretas=átomos de carbono. Esferas azuis=átomos de nitrogênio. Esferas 

vermelhas=átomos de oxigênio. [Esqueletos de carbono em azul representam os resíduos de PEP2 e 

esqueletos de carbono em laranja representam (NAG)4 nas Figuras A e B]. 

Gln4 Leu8 

Ala12 Lys13

 

B 

A 
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Figura 29. Docking molecular entre o peptídeo PEP3, obtido in sílico, com (NAG)4. A: Interações 

entre resíduos do PEP3 e (NAG)4 obtidas através do programa PLIP Web Tool. Linhas azuis=ligações 

de hidrogênio. Linhas tracejadas amarelas=pontes salinas. Sticks em azul escuro=átomos de 

nitrogênio. Sticks em vermelho=átomos de oxigênio. B: Diagrama 2D representando as interações 

entre resíduos do PEP3 com (NAG)4 estabelecidas através do programa LigPlot+ v. 2.2.4. Arcos 

tracejados pretos=interações hidrofóbicas. Linhas pontilhadas azuis=ligações de hidrogênio. Números 

expressam a distância (Å) das ligações de hidrogênio. Esferas pretas=átomos de carbono. Esferas 

azuis=átomos de nitrogênio. Esferas vermelhas=átomos de oxigênio.  [Esqueletos de carbono em azul 

representam os resíduos de PEP3 e esqueletos de carbono em laranja representam (NAG)4 nas 

Figuras A e B]. 

Glu9 

Lys10 

Leu3 

Glu5 

A 

B 
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Figura 30. Docking molecular entre o peptídeo PEP4, obtido in sílico, com (NAG)4. A: Interações 

entre resíduos do PEP4 e (NAG)4 obtidas através do programa PLIP Web Tool. Linhas azuis=ligações 

de hidrogênio. Linhas tracejadas amarelas=pontes salinas. Linhas tracejadas cinzas=interações 

hidrofóbicas. Sticks em azul escuro=átomos de nitrogênio. Sticks em vermelho=átomos de oxigênio. B: 

Diagrama 2D representando as interações entre resíduos do PEP4 com (NAG)4 estabelecidas através 

do programa LigPlot+ v. 2.2.4. Arcos tracejados pretos=interações hidrofóbicas. Linhas pontilhadas 

azuis=ligações de hidrogênio. Números expressam a distância (Å) das ligações de hidrogênio. Esferas 

pretas=átomos de carbono. Esferas azuis=átomos de nitrogênio. Esferas vermelhas=átomos de 

oxigênio [Esqueletos de carbono em azul representam os resíduos de PEP4 e esqueletos de carbono 

em laranja representam (NAG)4 nas Figuras A e B]. 

Glu6 

Tyr3 

Val14 

Asp11 

Ser8 

B 

A 



71 
 

Tabela 5. Interações entre os peptídeos de vicilina e (NAG)4. *** Distância entre átomos 

de carbono nas interações hidrofóbicas. Distância entre H e aceptores nas ligações de 

hidrogênio. Distância entre os centros de carga nas pontes salinas. 

Peptídeo Resíduo Distância (Å)*** Tipo de interação 
Interação 

hidrofóbica 

PEP1 

Glu5 1,89 

Ligação de hidrogênio 
x 

Glu5 1,81 

Ser9 3,58  

Gln10 - Interação hidrofóbica x 

Ser17 3,20 

Ligação de hidrogênio 

x 

Tyr24 2,24 x 

Asp26 1,69 
x 

Asp26 2,11 

Ser27 3,03 x 

Asp28 1,94 x 

PEP2 

Gln4 1,72 Ligação de hidrogênio x 

Ile5 - Interação hidrofóbica x 

Leu8 3,39 

Ligação de hidrogênio 

x 

Ala12 3,01 x 

Lys13 2,35 

x Lys13 1,97 

Lys13 2,79 

PEP3 

Leu3 3,12 
Ligação de hidrogênio x 

Leu3 1,80 

His4 - Interação hidrofóbica x 

Glu5 1,74 

Ligação de hidrogênio x Glu5 1,58 

Glu5 3,78 

Glu9 4,64 Ponte salina x 

Lys10 2,78 Ligação de hidrogênio x 

PEP4 

Tyr3 1,78 

Interação hidrofóbica 

x 

Arg4 - x 

Ala5 - x 

Glu6 2,70 

Ligação de hidrogênio 

x 

Glu6 1,86  

Ser8 1,87 x 

Glu9 - Interação hidrofóbica x 

Asp11 1,79 Ligação de hidrogênio x 

Asp11 4,68 Ponte salina  

Val12 1,79 Ligação de hidrogênio 
x 

Val12 3,89 
Interação hidrofóbica 

Phe13 - x 

Val14 2,14 Ligação de hidrogênio x 

Val14 3.83 Interação hidrofóbica x 
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5 DISCUSSÃO 

Sementes têm sido estudadas como fontes de compostos com potencial para 

o controle do inseto Callosobruchus maculatus. Nesse contexto, sementes de 

especies não-hospedeiras, como a Canavalia ensiformis, Albizzia lebeck, Dioclea 

máxima, Phaseolus vulgaris, Glycine max entre outras têm se destacado como 

potencialmente tóxicas para esse inseto, chegando a impedir 100% a penetração das 

larvas (Souza et al., 2011; De Sá et al., 2014; De Sá et al., 2018; Silva et al., 2018).  

No entanto, muitos trabalhos também dão ênfase na investigação acerca da 

resistência ou suscetibilidade de variedades de sementes com apelo comercial, como 

o feijão-caupi para a infestação por C. maculatus (Costa e Junior, 2004; Castro et al., 

2013; Cruz et al., 2016; Kpoviessi et al., 2019; Titilope e Kannike, 2018). Estas 

pesquisas analisam algumas características da interação inseto-planta para a 

classificação da espécie como resistência ou suscetibilidade. Dentre essas 

características, destacam-se: preferência de oviposição, eclosão larval, taxa de 

sobrevivência, duração do ciclo de vida do inseto, longevidade do adulto, massa e 

comprimento das larvas, quantidade da massa da semente consumido e vigor 

germinativo da semente após a infestação (De sá et al., 2014; Cruz et al., 2016; 

Messina et al., 2019). A caracterização de cultivares comerciais resistentes é de 

extrema importância, pois abrem caminhos para um futuro com um sistema agricola 

mais sustentável (Timko e Singh, 2008). 

Cruz et al., (2016), estudando nove cultivares de V. unguiculata, 

desenvolvidos pela Embrapa, destacaram os cultivares BRS Pajeú, BRS Guariba e 

BRS Xiquexique como apresentando características de resistência, como baixa 

oviposição e sobrevivência larval, entretando não foi mostrada a fonte de toxicidade 

desses cultivares para o inseto. Como já descrito anteriormente, sabe-se que a 

presença de proteínas com afinidade à quitina em sementes de leguminosas tem sido 

relacionada com a toxicidade para insetos (Macedo et al., 1993; Yunes et al., 1998; 

Motta et al., 2003; Paes et al., 2008; Miranda et al., 2020). Baseados nisso, o objetivo 

desse trabalho foi o isolamento e caracterização de proteínas com afinidade à quitina 

de sementes do cultivar BRS-Xiquexique e a avaliação da toxicidade para o inseto 

Callosobruchus maculatus (Fabr.). 
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Proteínas com afinidade à quitina foram isoladas por cromatografia e análises 

por experimentos de Western blotting, e espectrometria de massas comprovaram a 

presença de vicilinas e quitinases na fração CBP do cv. BRS Xiquexique. As bandas 

majoritárias desta fração foram reativas com o anticorpo anti-vicilina, corroborando 

com dados que mostram que essas proteínas podem representar até 80 % do 

conteúdo proteico em sementes de certas leguminosas (Freitas et al., 2004). A 

presença de vicilinas majoritárias, com massas moleculares entre 40 e 70 kDa tem 

sido mostrada desde a década de 90 (Macedo et al., 1993), ocorrendo também 

vicilinas com massas entre 12 a 33 kDa, resultantes da fragmentação pós traducionais 

(Pedrosa et al., 1997). 

 Bandas minoritárias reagiram com anticorpo anti-quitinase e a presença 

dessas proteinas também foi confirmada por espectrometria de massas. Embora a 

análise de espectrometria de massas tenha mostrado a presença de quitinase na 

banda b4, recortada do gel, essa banda não havia mostrado reatividade considerável 

com o anticorpo anti-quitinase, isso pode se dever ao fato do anticorpo usado ter sido 

produzido contra quitinases de A. pavonina, podendo não ter afinidade por todas as 

quitinases presentes em V. unguiculata.  

A fração CBP, quando adicionada a 5 % na dieta artificial do inseto, causou 

uma diminuição de 79,6 % na massa e 51,2 % no comprimento das larvas de 20 DAO.  

Com o intuito de se investigar se a toxicidade observada na fração CBP se 

devia a quitinase ou a vicilina ou a um sinergismo entre ambas, isolamos a fração 

CBV, rica em vicilinas. Essa fração não apresentou atividade quitinásica considerável, 

indicando uma separação efetiva. A fração CBV, em concentração de 2 %, diminuiu 

64,3 % a massa e 33,2 % o comprimento das larvas de 20 DAO, confirmando a 

toxicidade das vicilinas ao inseto. As vicilinas da fração CBV foram hidrolisadas e 

alguns peptideos resultantes preservaram a sua afinidade à quitina, indicando que a 

afinidade não está relacionada unicamente com a preservação da estrutura terciária 

do monômero de vicilina. Resultados similares já haviam sido observados para 

peptídeos resultantes da hidrólise de vicilinas do cv. IT81D1045. Esses peptídeos 

além de manterem a afinidade à quitina, mantiveram suas propriedades tóxicas 

(Uchôa et al., 2009).  

A relação entre vicilinas e a resistência à infestação de C. maculatus em 

sementes de V. unguiculata foi mostrada pela primeira vez para os cultivares IT81D-
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1045 e IT81D-1032 (Sales et al., 1992; Macedo et al., 1993). As vicilinas isoladas 

dessas sementes foram mais refratárias à digestão por proteases do inseto do que as 

vicilinas de cultivares suscetíveis (Sales et al., 1992). Vicilinas do cv. IT81D 1045, em 

concentração de 2 %, foram capazes de diminuir a massa larval em 50 % (Macedo et 

al., 1993). O mecanismo de toxicidade das vicilinas mostrou estar relacionado à sua 

capacidade de se ligar à quitina presente na matriz peritrófica/gel peritrófico do 

intestino médio das larvas, somada à sua menor digestibilidade por proteases dos 

insetos (Sales et al., 1992; Sales et al., 2001). Sales et al., (2005) estudaram a 

emergência de insetos adultos, o período de desenvolvimento total (PDT) e a 

excreção de vicilina por C. maculatus criados em sementes do cv. IT81D1045 e do cv. 

EPACE 10 (suscetível a infestação). Os resultados mostraram que os insetos criados 

em sementes resistentes tiveram menor emergência e aumento no PDT, quando 

comparados com insetos criados nas sementes suscetíveis. Os insetos emergidos das 

sementes resistentes, excretaram níveis 7 vezes maiores de vicilinas do que os 

insetos emergidos de sementes suscetíveis, indicando uma dificuldade em digerir e 

absorver as vicilinas do cultivar resistente (Sales et al., 2005).  

As vicilinas isoladas de sementes suscetíveis, como os cvs. CE-31, EPACE 

10 e Pitiuba não foram tóxicas para o inseto, além de terem sido digeridas mais 

eficientemente pelas proteases digestivas de C. maculatus (Sales et al., 2005). 

Nossos resultados também mostraram que a fração CBP isolada do cultivar Fradinho 

(suscetível a C. maculatus) não apresentou nenhum efeito tóxico sobre as larvas. 

Embora algumas vicilinas de cultivares suscetíveis também tenham afinidade à 

quitina, essa interação parece ser muito mais fraca do que a ligação entre a quitina e 

as vicilinas de sementes resistentes (Sales et al., 1992; Macedo et al., 1993, Sales et 

al., 2001; Uchôa et al., 2009).  

Vicilinas que se ligam à quitina, tóxicas para insetos, também foram isoladas 

de outras espécies (Yunes et al., 1998). A vicilina isolada de sementes de 

Enterolobium contortisiliquum é uma glicoproteína dimérica, com duas subunidades 

de 66,2 e 63,8 kDa e foi tóxica para larvas de C. maculatus, causando 50 % de 

mortalidade e diminuindo 50 % da massa larval, em concentração de 1,0 %. A 

afinidade à quitina no intestino das larvas, associada à sua baixa digestibilidade por 

proteases do inseto, também foram relatadas como possível mecanismo de toxicidade 

dessa vicilina (Moura et al., 2007). Proteínas com massa molecular entre 50 e 40 kDa 
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isoladas do tegumento de Albizia lebbeck, similares às vicilinas, foram tóxicas para as 

larvas de C. maculatus, diminuindo 78 % a massa larval, em concentração de 0,1 %. 

Essas proteínas também apresentaram forte afinidade à quitina (Souza et al., 2012). 

Muitos trabalham apontam a ligação à matriz peritófica de insetos como o 

mecanismo de toxicidade das proteínas com afinidade à quitina. A MP é descrita como 

tendo papel importante na proteção do intestino contra danos físicos, substâncias 

químicas e penetração de microrganismos, além de participar da reciclagem das 

enzimas digestivas (Wang e Granados, 2000). Logo, a interferência nas funções da 

MP pode ser letal aos insetos. Trabalhos anteriores mostraram que o bloqueio da 

formação da matriz peritrófica em Trichoplusia ni – importante praga agrícola – levou 

a mudança da fisiologia e perda de proteção do intestino médio contra infecções virais. 

O agente causador do bloqueio da MP, neste estudo, foi o calcofluor. O calcofluor é 

um derivado de estilbeno com alta afinidade à quitina. Baixas concentrações de 

calcofluor, como 1 %, foi capaz de dissociar, in vitro, proteínas que se encontravam 

fortemente ligadas a MP de T. ni. Os mesmos ensaios usando soluções de guanidina 

HCl 6 M e ureia 6 M não obtiveram a mesma eficácia (Wang e Granados, 2000). 

Considerando as propriedades do calcofluor, fomos testá-lo quanto a sua toxicidade 

para as larvas de C. maculatus, como comparativo para as nossas amostras. A 

concentração de 0,1 % de calcofluor foi capaz de diminuir a massa larval em 93,9 %, 

mostrando que interferências na MP podem comprometer seriamente o 

desenvolvimento do inseto.  

Embora não se mostrem como proteinas majoritárias na fração CBP, 

quitinases também estão presentes nessa fração e provavelmente estão contribuindo 

para a perturbação da MP do inseto, consequentemente para a toxicidade. As bandas 

reativas ao anticorpo anti-quitinase na fração CBP, apresentaram massas moleculares 

acima de 55 kDa e abaixo de 40 kDa. Uma quitinase de 22 kDa isolada de cotilédones 

de feijão-caupi já havia sido previamente isolada e caracterizada como tóxica para C. 

maculatus e fungos (Gomes et al., 1996).  As quitinases são abundantes em plantas 

e podem apresentar massas moleculares variadas. Quitinases de classe I do feijão-

caupi, expressas em Pichia pastoris, apresentaram massas moleculaes de 34 e 37 

kDa (Landim et al., 2017). O genoma de Arabidopsis contém 25 quitinases com 

tamanhos variando entre 211 a 430 aminoácidos e massas moleculares entre 20 e 50 
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kDa (Grover, 2012). No genoma do arroz são encontradas 49 quitinases com 178 a 

479 aminoácidos e massas moleculares entre 18 e 50 kDa (Grover, 2012).  

A toxicidade de quitinases, isoladas de diversas fontes, para inseto tem sido 

bastante estudada. Uma quitinase isolada de Bacillus subtilis reduziu a atividade das 

enzimas intestinais (fosfatase alcalina e fosfatase ácida) e o crescimento da larva do 

tabaco (Spodoptera litura) (Chandrasekaran et al., 2014). Uma quitinase de 

Pseudomonas fluorescens apresentou atividade inseticida contra Helopeltis theivora 

(Suganthi et al., 2017). Quitinases isoladas do tegumento de Glycine max, com 

massas moleculares entre 30 e 40 kDa, foram tóxicas, em concentração de 0,1 %, na 

alimentação de C. maculatus, diminuindo a sobrevivência larval em 77 % (Silva et al., 

2018). 

Para melhor entender os efeitos que proteínas tóxicas teriam sobre o 

metabolismo das larvas, foi necessário inicialmente analisar o perfil metabólico das 

larval de C. maculatus em sementes suscetíveis. Nossos resultados mostraram que 

no terceiro e quarto instar a média do comprimento larval é de 2 e 4 mm no 16º e 20º 

DAO, estes dados estão de acordo com a literatura onde relata-se que no terceiro e 

quarto instar, a média do comprimento larval é de 2,43 e 3,64 mm, quando 

desenvolvidas em temperaturas 25 a 32 ºC (Devi e Devi, 2014). Nos 21º e 22º DAO 

observamos o inseto já em estágio de pupa, no 1º e 2º estágios, respectivamente, 

dados também em acordo com a literatura (Devi e Devi, 2014). 

Durante os períodos de alimentação das larvas de insetos, no geral, muitas 

reservas são acumuladas para serem usadas durante longos períodos sem 

alimentação (Arrese e Soulages, 2010). No caso de C. maculatus, um inseto 

holometábolo, estes períodos se referem à metamorfose e à fase de vida adulta, em 

que estes não se alimentam (Beck e Blumer, 2011).  

Com relação as macromoléculas e suas hidrolases, observa-se que uma 

importante macromolécula que os insetos utilizam como reserva energética no corpo 

gorduroso é o glicogênio. O metabolismo de glicogênio conta principalmente com as 

enzimas α-amilases, responsáveis pela hidrólise de amido proveniente da 

alimentação e pela hidrólise do glicogênio para liberar glicose em períodos em que há 

demanda energética (Arrese e Soulages, 2010; Terra e Ferreira, 2012). As atividades 

de α-amilase nas larvas de C. maculatus apresentaram pico de atividade no 17º DAO, 

caindo em seguida. Quando comparamos essa atividade com a quantidade de glicose, 
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observamos que o pico de glicose é 19º DAO, imediatamente após a subida da 

amilase. Visto que as α-amilases são descritas em insetos como estando envolvidas 

nos processos de digestão de carboidratos provenientes da alimentação (Holtof et al., 

2019), podemos sugerir que esse aumento de glicose pode ser resultado da quebra 

de amido ingerido pelo inseto. A redução da quantidade de glicose e da atividade das 

amilases coincide com a aproximação do período de pupação, período em que a larva 

não mais se alimenta (Arrese e Soulages, 2010).  

Os aminoácidos advindos da digestão larval de proteínas da alimentação 

também são armazenados pelos insetos para que haja uma fonte de aminoácidos 

para síntese de estruturas proteicas na fase adulta (Holtof et al., 2019; Kanost et al., 

1990). Nesta fase, a síntese de proteínas de armazenamento é feita pelo corpo 

gorduroso (Arrese e Soulages, 2010). As enzimas digestivas do tipo proteases 

cisteínicas são as principais responsáveis pela atividade proteolítica em C. maculatus 

(Moon et al., 2004). O pico de atividade dessas proteases foi observado em 18º DAO, 

coincidindo com os maiores valores de proteínas, que foram observados entre o 18º 

e 19º DAO. As proteínas foram as macromoléculas mais abundantes nas larvas, 

alcançando concentrações superiores a 1 mg/larva, valor que representa cerca de 10 

% da massa da larva.  

Os triglicerídeos foram as macromoléculas menos concentradas nas larvas de 

C. maculatus, o que pode se dever ao fato de as sementes de feijão possuírem baixos 

níveis de lipídeos, de 1 a 3,5 %, dependendo do cultivar (Medeiros, 2013). Entretanto, 

mesmo em baixas concentrações, os triglicerídeos são os principais lipídeos 

estocados em insetos. Os triglicerídeos são armazenados nos adipócitos, as principais 

células-troncos reserva do corpo gorduroso e as lipases são as principais enzimas 

responsáveis pela hidrólise dessas macromoléculas estocadas (Arrese e Soulages, 

2010). À medida que a larva foi ganhando massa, os níveis de triglicerídeos foram 

aumentando, apresentando concentração máxima no 19º DAO. Diferentemente das 

amilases e proteases cisteínicas, as lipases apresentaram as maiores atividades no 

período de pupa, após o 20º DAO. Esses dados indicam que essas reservas de 

triglicerídeos são usadas, pelo inseto, apenas da fase de pupa em diante. 

Cruz et al., (2016) mostraram diminuições significativas nas atividades de 

proteases cisteínicas, α-amilase e α-glucosidase em larvas de 20 DAO de C. 

maculatus desenvolvidas em sementes do cv. BRS Xiquexique. Assim fomos 



78 
 

investigar acerca da atividade de proteases cisteínicas nas larvas alimentadas com as 

frações CBP, CBV e com calcofluor. Nossos resultados mostraram reduções de 46,5 

%, 64 % e 86,2 % na atividade dessas proteases em larvas alimentadas com CBP, 

CBV e calcofluor, respectivamente. A falha no processo de digestão de proteínas pode 

alterar o crescimento, desenvolvimento e armazenamento de energia (Holtof et al., 

2019; Kanost et al., 1990). Reduções nas quantidades de proteína e glicose e na 

atividade das enzimas lipase e amilase foram observadas em larvas de 20 DAO, que 

se alimentaram com 2 % da fração CBV. Esses dados sugerem que a ligação desses 

compostos a quitina da MP tenha interferido na reciclagem das enzimas, causando 

um desbalanço energético e reduzindo o ganho de massa corporal das larvas.  

Através dos experimentos de modelagem, obtivemos uma estrutura 

tridimensional da vicilina monomérica que está de acordo com a estrutura clássica das 

vicilinas, onde se pode identificar um domínio C-terminal, um domínio N-terminal e 

conformações do tipo β-barril em cada um destes domínios, seguidos por α-hélices 

(Rocha et al., 2018; Kesari et al., 2019; Miranda et al., 2020). Embora inúmeros 

trabalhos descrevam a afinidade à quitina como relacionada a toxicidade das vicilinas, 

essas proteínas não apresentam o sítio clássico de ligação à quitina, reforçando a 

necessidade da investigação dos possíveis sítios de ligação a quitina, presente nas 

vicilinas.  

Rocha et al., (2018) mostraram através de experimentos de docking, que 

possíveis sítios de ligação à quitina do trímero de vicilina encontram-se nos vértices 

da estrutura, e que esta interação ocorre principalmente através de interações 

hidrofóbicas e ligações de hidrogênio. Além disso, foi sugerido que a energia livre de 

ligação entre o trímero de vicilina de IT81D-1053 (resistente à C. maculatus) foi menor 

do que a predita entre o trímero de vicilina de Epace 10 (suscetível à C. maculatus) 

(Rocha et al., 2018). Miranda et al., 2020 sugeriram uma região de ligação à quitina 

na alfa-hélice nº 8 da vicilina monomérica. Esta alfa-hélice está menos exposta 

quando a vicilina está em configuração trimérica. Neste trabalho utilizamos a mesma 

abordagem de docking cego com a vicilina monomérica realizada por Miranda et al. 

(2020). 

Através do docking da vicilina monomérica com (NAG)4, observamos que o 

resíduo de Lys53 participa da interação com (NAG)4 através de ponte salina. O 

resíduo Lys216 também interagia com (NAG)4 por ponte salina no trabalho de Miranda 
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et al., 2020. Dentres as interações com (NAG)4 envolvendo ligações de hidrogênio, os 

aminoácidos Gln, Arg e Glu também foram vistos por Miranda et al., 2020 interagindo 

com (NAG)4 através dessas ligações. 

Quando buscamos entre o proteoma e transcriptoma de larvas de C. 

maculatus acerca de suas enzimas digestivas, a catepsina L foi encontrada na maioria 

dos trabalhos, estando de acordo com o fato destas enzimas serem as catepsinas 

quantitativamente mais importantes do intestino médio de insetos (Terra e Ferreira, 

2012). O sítio de glicosilação RSGQ predito pelo ELM está contido no maior peptídeo 

gerado da hidrólise in sílico (39 resíduos de aminoácido). Este peptídeo tem tamanho 

similar aos peptídeos obtidos in vitro. Todos os experimentos de docking mostraram 

um valor de ΔG negativo, indicando que a interação entre a proteína/peptídeos e 

(NAG)4 pode ocorrer de forma espontânea.  

O sítio de glicosilação RSGQ possui os resíduos Ser17 de PEP1 e os resíduos 

Arg16 e Gln19 da vicilina monomérica interagindo com (NAG)4. Este sítio foi o que 

encontramos mais resíduos coincidentes através dos dockings. Dos resíduos de 

vicilina que interagiram com (NAG)4, Arg e Gln são os que aparecem com mais 

frequência. Além disso, o aminoácido Gln seguido de Arg aparece em duas regiões 

distintas que interagiram com (NAG)4: QRSK e QREQQQ. Assim como no sítio 

sugerido por Miranda et al., (2020), a região QRSK também está contida em uma alfa 

hélice (Miranda et al., 2020). 

O sítio de ligação à quitina REQIRELMK sugerido por Miranda et al., (2020) 

está contido em PEP2, o peptídeo que mostrou menor valor de ΔG (-7,962) dentre 

todos os dockings. Na interação de REQIRELMK com NAG4 o valor de ΔG observado 

foi ainda menor (−8.3 kcal/mol) (Miranda et al 2020).  

Dos 4 resíduos detectados nas interações com (NAG)4 no PEP3, 3 deles 

estavam contidos no sítio de ligação à quitina EITPEK previamente descrito por Rocha 

et al. (2018). Destes, os resíduos de Gln interagiam com (NAG)4 por pontes de 

hidrogênio como foi visto também por Rocha et al., (2018). Apesar dos resíduos de 

aminoácidos do PEP4 não terem coincidido com o sítio de glicosilação INATSN, o 

fragmento YRAELSEDDVFV foi maior região de interação com (NAG)4 encontrada 

com menor energia de ligação, depois de PEP2. 
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As ligações de hidrogênio e interações hidrofóbicas foram as principais 

interações em todos os experimentos de docking. Os grupos hidroxilas presentes nas 

N-acetilglicosaminas, bem como em outros açúcares, faz com que esses monômeros 

sejam bons candidatos a participarem das ligações de hidrogênio. Além disso, a 

presença de átomos eletronegativos como O e N tanto no açúcar como nos resíduos 

de aminoácidos também contribui para esta interação.  

Esta abordagem in sílico contribui para o melhor entendimento acerca da 

interação entre vicilinas e à quitina. No entanto, espera-se identificar os peptídeos 

gerados pela hidrólise in vitro para confirmar os resíduos envolvidos na interação entre 

as vicilinas e a quitina. O desenvolvimento de novos cultivares de feijão-caupi visando 

a presença de vicilinas tóxicas para C. maculatus e para outras pragas e patógenos 

contribui para o manejo integrado de pragas reduzindo a quantidade de pesticidas 

utilizada.  
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6 CONCLUSÕES 

• Proteínas com afinidade à quitina, como vicilinas e quitinases, foram isoladas 

de sementes de Vigna unguiculata do cv. BRS Xiquexique e foram tóxicas para as 

larvas do inseto C. maculatus; 

• Sementes de Vigna unguiculata do cv. Fradinho, susceptível a infestação pelo 

inseto, também possuem vicilinas com afinidade a quitina, entretanto essas proteínas 

não apresentaram toxicidade contra o inseto; 

• O composto ligante de quitina, calcofluor, em baixa concentração (0,1 %) foi 

tóxico para larvas de C. maculatus; 

• A atividade de proteases cisteínicas foi reduzida em larvas alimentadas com 

5 % da fração CBP, 2 % da fração CBV e 0,1 % de calcofluor; 

• A capacidade de ligação à quitina foi preservada em peptídeos originados da 

hidrolise, in vitro, das vicilinas do cv. BRS Xiquexique; 

• Análises, in silico, mostraram que interações entre o monômero de vicilina e 

o tetrâmero de N-acetilglicosamina ocorrem espontaneamente através de ligações de 

hidrogênio, pontes salinas e interações hidrofóbicas; 

• Sítios de glicosilação e sítios de ligação à quitina foram localizados em quatro 

peptídeos originados pela hidrolise, in silico, da vicilina do cv. BRS Xiquexique;  

• Análises, in silico, revelaram que interações moleculares entre peptídeos de 

vicilina e o tetrâmero de N-acetilglicosamina ocorrem espontaneamente e 

principalmente através de ligações de hidrogênio e interações hidrofóbicas. 
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