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RESUMO

A atividade proteolitica do homogenato intestinal do

bruguideo Zabrotes subfasciatus foi purificada parcialmente

por cromatografia de exclusdo molecular e de troca idnica.
Como resultado, duas atividades proteoliticas diferentes fo-
ram observadas: uma atividade tipo cisteinica (fragdo PI) e
uma outra do tipo aspartica (fracdo PII). A fracdo PI foi
ativada pelos reagentes tidlicos cisteina e ditiotreitol e
inibida pelos inibidores de proteinases cisteinicas E-64,
N-etilmaleimida, ditiopiridina e dcido iodoacético. Pepsta-
tina A, um inibidor de proteinases asparticas, ndo inibiu es
ta fragdo. O pH otimo de 5,5, usando azo-caseina como substra
to, & tipico de proteinases cisteinicas. A fracgdo PII, dife-
rentemente, fol inibida completamente por pepstatina A e,
praticamente, nao sofreu inibigdo pelos inibidores de protei
nases cisteinicas e serinicas testados. Esta fracao apresen-
tou um pH 6timo de 3,5 usando hemoglobina como substrato. O
peso molecular da atividade proteolitica total foi estimado
em cerca de 31000 por cromatografia de exclusdo molecular.

A atividade amilolitica digestiva de Z. subfasciatus

foi separada em duas fracoes: fragcdes AI e AII gue tinham pe
sos moleculares de aproximadamente 55000 e 28000, respectiva
mente. A fracdo AI comportou-se como uma exoamilase tipica
desde que ela foi indiferente a Ca ' e Cl e foi inibida pe-
los reagentes blogueadores de grupos sulfidrilicos acido io-
doacético e N-etilmaleimida. A fragao AII foi ativada por
Ca++ e Cl e inibida por EDTA. Os inibidores proteicos de

alfa-amilases de Phaseolus vulgaris e Triticum vulgaris ini-

biram fortemente a atividade da fragao AII enquanto a fragao
Al foi somente ligeiramente inibida. A fracdo AI apresentou um pH

6timo de 4,5 e a fragao AII de 5,0.
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ABSTRACT

The proteolytic activity of the gut homogenate of de

bruchid Zabrotes subfasciatus was partially purified by gel

filtration and ion exchange chromatography. Two different
activities were separated: a cysteine type activity (fraction
PI) and an aspartic type one (fraction PII). Fraction PI was
activated by cysteine and dithiotreitol and was inhibited by
E-64, N-ethylmaleimide, dithiopiridine and iodoacetic acid.
Pepstatin A had no effect on this fraction. The optimum pH
(5,5), using azo-casein as substrate is tipical of cysteine
proteinases. Fraction PII, was completely inhibited by
pepstatin A but was not affected by cysteine and serine
proteinases type inhibitors. This fraction had a pH otimum
of 3,5, using haemoglobin as substrate. Molecular weight of
the total activity was around 31,000 by gel filtfation.

The digestive amylase activity of Z. subfasciatus

was separated in two fractions: Fraction AI and AII had
molecular weights of approximately 55,000 and 28,000
respectively. Fraction AI behaved as a typical exoamylase
once it was indifferent to ca™ ana c1” and was inhibited by
the sulphidrilic blocking reagents iodoacetic - acid and
N-ethylmaleimide. Fraction AII was activated by ca’™ and c1”
and inhibited by EDTA. Protein inhibitors of amylases from

Phaseolus vulgaris and Triticum vulgaris strongly inhibited

the activity of fraction AII while fraction AI was only
slightly inhibited. Fraction AI had a pH optimum of 4,5 and
fraction AII of 5,0,

Xiv
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1 - INTRODUGCAO

Uma grande parcela da produgdo anual de sementes &
perdida em consequéncia de estragos causados por insetos. Es
ta perda se da no campo e, principalmente, durante estocagem
das sementes (BRADER, 1982; FOARD et al., 1983).

Durante o processo de estocagem, procura-se evitar
a predacdo das sementes através de condigdes sanitarias ade-
guadas e da utilizagdo de pesticidas. Ambas as formas de con
trole sdo onerosas e inviaveis para o pequeno produtor (BRADER,
1982). No campo, o uso intensivo de inseticidas, muitas ve-
zes de forma totalmente inadeguada, tem levado a conseqguén-
cias desastrosas ao meio-ambiente. Com o declinio das clas-
ses de inseticidas disponiveis (os insetos tém desenvolvido
resisténcia a todas as principais classes de inseticidas co-
mercializadas) (BRATTSTEN et al., 1986) e com os crescentes
custos monetdrio e ambiental do uso destas substancias, tor-
na-se de grande importancia o desenvolvimento de técnicas de
controle de insetos predadores que sejam economicas, eficien
tes e ndo poluidoras.

Nas duas ultimas décadas, tem havido esforcos no sen
tido de se entender quais mecanismos as plantas langam mao
para evitar herbivoria excessiva (JANZEN, 1979). Estes estu-
dos tém mostrado gue as plantas sintetizam e acumulam metabé
litos secunddrios (p. ex.: inibidores de proteinases e alfa-
amilases, lectinas, alcaldides, flavondides, aminoacidos
ndo-protéicos, etc.) cujos papéis fisioldégicos sd@o desconhe-
cidos mas que, devido a sua diversidade, multiplicidade e pa
drdes uUnicos de ocorréncia, provavelmente constituem uma im-
portante estratégia defensiva das plantas, limitando o nume-
ro de insetos que as podem infestar (KOGAN, 1986; MOONEY et
al., 1983). O entendimento destes mecanismos de defesa pode-
ra levar a formas efetivas e econdmicas de controle de pra-

gas, através da selecdo e melhoria de variedades vegetais com



altos teores de um ou varios metabdlitos tdoxicos ao predador
alvo (SHI1ILDES, 1987). Uma segunda alternativa seria a modi-
ficacdo do genoma vegetal pela introducdo de genes que codi-
figuem para proteinas toxicas a determinados insetos (HORSCH
et al., 1985; WEBB, 1986; VAECK et al., 1987; THORNBURG et
al., 1987). Entre estas proteinas estdoc os inibidores de pro
teinases e amilases, cujas presencas em altas concentracodes
na dieta de um insetoc podera determinar conseguéncias dele-
térias para seu :.crescimento e desenvolvimento (FOARD et al.,
1983; VAECK et al., 1987). Como em esséncia esta estratégia
vai ocasionar a inibicdo de enzimas digestivas do inseto al-
vo, para sua aplicacao € fundamental o conhecimento prévio

destas enzimas e das proteinas que efetivamente as inibam.

1.1 - Zabrotes subfasciatus - Importdncia Agrondmica e Bio-
logica

O bruquideo Z. subfasciatus é origindrio do Novo Mun
- P w——

do e estd amplamente distribuido nas Américas Central e dJo
Sul, Africa, India e norte da Asia, além de alguns registros
de ocorréncia na Europa (DAVIES, 1972; MEIK & DOBIE, 1986).Jun

tamente com Achanthoscelides obtectus € considerado uma pra-

ga especialista das espécies Phaseolus vulgaris e Phaseolus

lunatus embora, ocasionalmente, possa infestar outras espé-
cies de legumes (MEIK & DOBIE, 1986; PIMBERT, 1985; McFARLANE
& WEARING, 1967). Em Uganda, onde ocorreu O sSeu primeiro es-

tudo, Z. subfasciatus tornou-se uma importante praga de P.

vulgaris e Vigna unguiculata muito embora, em outras regides,

existam poucas observacdes de infestacdo desta uUltima espé-
cie (DAVIES, 1972; MEIK & DOBIE, 1986). As razdes determinan
tes deste fato ainda ndo sao compreendidas, embora se con-

jecture que Z. subfasciatus teria uma desvantagem competiti-

va em relacdo aos outros insetos gue infestam V. unguiculata

e que somente em condigdes ambientais semelhantes as encon-

tradas em Uganda a infestacdo desta espécie seria favorecida.




Pelo menos, em condigdes de laboratério (temperatura de 27°C
e 70% de umidade relativa) .C. maculatus nao mostrou nenhuma

vantagem competitiva sobre Z. subfasciatus (MEIK & DOBIE, 1986).

E possivel também que Z. subfasciatus ndo tenha ain-

da ocorrido em muitas regides onde se cultiva V. unguiculata.

No Brasil inexistem dados que indiguem gque este inseto seja

um predador importante de V. unguiculata. Ele adapta-se me-

lhor a baixas altitudes e climas guentes e, por sua pouca ca
pacidade de dispersdo, ataca somente sementes armazenadas
(CARVALHO & ROSSETO, 1968).

%Z. subfasciatus € um inseto pequeno, medindo de 1,8

a 2,5mm de comprimento, gue tem uma cor variando de marrom
escura a preta e possui um acentuado dimorfismo sexual (GALIO
et al., 1970). A fémea € maior do que o macho.e tem duasman-
chas brancas nos €litros. O macho, por sua vez, tem uma COr
marrom pubescente uniforme. O periodo médio de vida para Os
adultos € de 11 dias para as fémeas e de 13,8 dias para oS
machos em condicdes de 28-32°C e 70-75% de umidade relativa.
Entretanto, a longevidade entre fémeas diminui a medida que
elas ovipositam mais, sendo -de 22,2 © numero médio de ovOos
postos (CARVALHO & ROSSETO, 1968). A fémea deposita seus ovos
na superficie das sementes e as larvas recém-emergidas pene-
tram na semente onde completam seu desenvolvimento (24,5 dias
nas condicdes ideais de 32,5°C e 70% de umidade relativa)(HOWE
& CURRIE, 1964). A medida gue se desenvolvem as larvas mudam
guatro vezes (4 instares) antes da pupacgdo. Durante o guarto
instar as larvas formam as janelas pupais ao se alimentarem
da superficie inferior da testa. As janelas pupais facilitam
a emergéncia dos adultos gue tém suas pegas bucais voltadas
para elas (HOWE & CURRIE, 1964).

O canal alimentar de larvas de Z. subfasciatus enro-

la-se quatro vezes 'sobre si mesmo e divide-se em trés regides
perfeitamente distintas: intestino anterior, médio € poste-
rior (VATS, 1973). O intestino anterior € um pequeno e es-
treito tubo gue mede entre 0,45 e 0,50mm de combrimento, con
sistindo de faringe e esbfagc. O intestino médio, medindo de

3 a 5mm, ocupa a maior parte da cavidade do corpo, dividin-



do-se em intestino médio anterior que é dilatado em forma de
saco (estdmago) e intestino médio posterior que € mais es-
treito e tubular. A parede do intestino médio anterior con-
siste principalmente de células secretoras, enquanto o intes
tino médio posterior possui um reduzido numero de células que
teriam uma fungdo de absorgdo. O intestino posterior tem de
1,2 a 1,5mm de comprimento, €& tubular e enrolado sobre si
mesmo consistindo de ileo e codlon.

O dnico registro de nosso conhecimento na literatura
sobre algum aspecto da bioquimica deste inseto refere-se a
presenca de transaminases durante seu desenvolvimento e enve
lhecimento (KAUR et al., 1985). Segundo estes autores, os au
mentos das atividades das enzimas glutamato-piruvato transa-
minase (GPT) e glutamato-oxalacetato transaminase (GOT) es-
t3o relacionados com o aumento do conteuddo protéicc durante
os estdgios larval e de adulte. Por outro lado, a reduzida
atividade destas duas transaminases parece estar correlacio-
nada com os processos degradativos que levam ao envelhecimen
to e morte, concluindo-se dai que estas enzimas estdo rela-

cionadas com os processos anabdlicos.

1.2 - Proteinases de Insetos

Ao pensarmos que existem milhares de espécies dife-
rentes de insetos, vivendo nos mais diversificados ambien-
tes e alimentando-se das mais diferentes dietas, é fdcil com
preendermos que ndo existe um padrdo unico de fisiologia e
biogquimica da digestdo entre os insetos. Desta forma, os L=
pos e propriedades das enzimas responsaveis pela digestdo de
amido, proteina e lipidio em insetos sdo muito pouco conheci
dos, com excecdo de algumas estudadas em espécies de impor-
tincia médica e agrondmica (APPLEBAUM, 1985).

'Até recentemente a idéia generalizada era de que, a
excecdo de algumas poucas espécies, os insetos utilizavam-se

unicamente de proteinases serinicas para digerirem as protei
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nas presentes em suas dietas. Nos ultimos anos, registros
freqgientes da ocorréncia de proteinases cisteinicas e aspar-
ticas no trato digestivo de insetos tém ocorrido e mesmo a
presenca de metaloproteinases ja foi detectada (APPLEBAUM,
1985).

Esta multiplicidade de proteinases pode ser vista no
caso dos insetos hematofagos das ordens Hemiptera e Diptera.
Os insetos hematdfagos hemipteros, aparentemente, fazem uso
de proteinases cisteinicas e asparticas ao contrédrio dos dipte
ros hematéfagos que utilizam proteinases serinicas na diges-
tdo das proteinas do sangue (APPLEBAUM, 1985). Dentre os
hemipteros, Rhodnius prolixus foi estudado por HOUSEMAN &

DOWNE (1980) que demonstraram a presenca de uma proteinase
tipo catepsina B no homogenato intestinal. Esta enzima hidro
lisava os substratos sintéticos BApNA e BANA e era inibida
por AIA e TLCK, mas ndao pelo inibidor de tripsina de soja en
quanto que os reagentes tidélicos cisteina e glutationa a ati
vavam. A catepsina B encontrada em Triatoma phyllosoma
pallidipennis (HOUSEMAN & DOWNE, 1981) mostrou-se semelhante

a de R. prolixus, apresentando um pH 6timo de 5,5. R. prolixus

e T. phyllosoma pallidipennis possuem também uma atividade
mais dcida (HOUSEMAN & DOWNE, 1981; HOUSEMAN & DOWNE, 1982b)

que no caso de R. prolixus foi separada por DEAE-Celulose e
hidrolisava hemoglobina a um pH otimo de 2,8. Os inibidores
de proteinases asparticas pepstatina e diazoacetilnorleucina
inibiram esta atividade assim como os reagentes alquilantes
TLCK e AIA. A proteinase dacida de Triatoma phyllosoma pallidipennis

hidrolisava hemoglobina a um pH otimo de 3,8. Cimex hemipterus

e C. lecturalius também contém catepsina B e uma proteinase

acida que hidrolisava hemoglobina a um pH o6timo de 3,4 (HOUSEMAN
& DOWNE, 1982a). Estas duas proteinases possuem caracteris-
ticas semelhantes a dos dois hemipteros referidos anterior-
mente.

CHESEMAN & GOODING (1985) estudaram as proteinases

dos dipteros hematéfagos Glossina morsitans, G. morsitans

palpalis, G. morsitans submorsitans, G. palpalis palpalis,

G. palpalis gambiensis em fase adulta e de G. morsitans




morsitans em fase larval. Estas proteinases foram separadas

por técnicas de troca idnica e exclusdo molecular e caracte-

rizadas utilizando-se caseina e substratos sintéticos.

Todas apresentavam atividade tipo tripsina e guimiotripsina.
A tripsina de G. morsitans morsitans foi inativada por TLCK,
PBMSF e 2-mercaptoetanol (GOODING, 1974). BOROVSKI (1985) bus

cou a presenga de atividade triptica e guimiotriptica no in-

testino médio de Stomoxys calcitrans ao usar BTEE e TAME e

os inibidores TPCK e TLCK. Ele detectou unicamente a presen-
ca de tripsina, sendo esta enzima inibida por TLCK e pelo
inibidor de tripsina isolado do térax do proprio inseto.
HOUSEMAN et al. (1987), ao utilizarem intestino médio pos-

terior no estudo ' das proteinases de S. calcitrans, detecta-

ram atividade triptica e guimiotriptica: tripsina hidrolisa-
va BANA e TAME e seu pH étimo era 8,0, enguanto quimiotripsi
na hidrolisava BTEE a pH 8,0. Por cromatografia de exclusao
molecular (Sephadex G-100) foram determinados Os pesos mole-
culares da tripsina (19500) e de duas guimiotripsinas (27500
e 64000). KUNZ (1978) observou uma multiplicidade de -protei-
nases doatipo serinica em fémeas adultas do mosguito RAedes
aegypti tendo sido detectadas oito diferentes endopeptidases
apos SDS-PAGE e coramento negativo do gel contendo gelatina.
A atividade proteolitica do extrato bruto foi observada ser
primordialmente do tipo tripsina, desde que TAME (substrato
especifico para tripsina) foi hidrolisado dez vezes mais ra-
pidamente do que o substrato quimiotriptico BTEE, enguanto
que DFP inibiu completamente a hidrdlise de TAME e "azocoll".
Por filtracdo em gel, os pesos moleculares das tripsinas fo-
ram estimados como variando de 20000 a 23000. A atividade
triptica extraida do intestino de fémeas adultas de Aedes
aegypti foi também estudada por GRAF & BRIEGEL (1985). Eles
a isolaram por cromatografia de troca idnica e de afinidade
e demonstraram a presenca de 5 principais isoenzimas - pelo
uso de 3H-DFP como marcador em géis de poliacrilamida apos
eletroforese, tendo observado que estas enzimas possuiam pe-
sos moleculares variando de 26700 a 32000. Por outro lado, a

focalizacdo isoelétrica revelou cerca de 20 isoenzimas tripti



cas com pls variando entre 4,0 e 5,4.

Queratinas sdo proteinas relativamente insoldveis e
resistentes a protedlise por possuirem um grande numero de
pontes de dissulfeto. Um pegueno numero de insetos se espe-
cializou em dietas que tém a gueratina como proteina predo-
minante (penas, pelos, etc.). Na tentativa de compreender O
processo de digestdo da gueratina, as proteinas digestivas

de Tineola bisseliella e Attagenus megatoma foram estudadas.

WARD (1975) observou no intestino médio de larvas de i

bisseliella atividades contra os substratos tripticos BANA e

BAPA e contra BTEE, um substrato quimiotriptico. Ambas as
atividades foram inibidas por DFP, sendo detectadas malti-
plas formas de tripsina e uma dnica enzima tipo guimiotripsi
na pareceu estar presente. De interesse foi a presencga de
uma atividade metaloproteinasica sensivel a EDTA e insensi-
vel a DFP e que possuia um pH 6timo alcalino. BAKER (1976,
1981) observou a presencga de miltiplas:formas de tripsina e
guimiotripsina no intestino médio de larvas de A. megatoma.
As tripsinas hidrolisavam TAME, BAEE e BApNA e eram inibidas
por PMSF . TLCK, SBTI e OVTI, apresentando pesos moleculares
entre 20000 e 25000. Sua composigéocﬂaaminoécidos era seme-
1hante &s de tripsina de mamiferos. As guimiotripsinas hidro
lisavam BTEE, ATEE, BTpNA, GPpNA e foram completamente inibi
das por PMSF e TPCK. Estes insetos que digerem gueratina man
tém condigdes fortamente redutoras em Seus intestinos médios
e, assim, sdo capazes de reduzir as ligagoes S-S destas pro-
teinas,. permitindo sua subseguente hidrélise pelas protei-
nases intestinais (BAKER, 1976, 1981)..

Insetos que se alimentam de detritos en-
contrados em meios aqudticos ou pantanosos, locais onde vi-
vem, possuem grande variedade de atividade proteolitica a
fim de gue possam aproveitar suas escassas disponibilidades
de proteina (MARTIN et al., 1981, 1985). Estes pesquisadores
observaram atividades proteoliticas bastante elevadas nos in

testinos médios de Pycnopsychi guttifer, Phryganea sp, Agripnia

vestita e Prosimolium fuscum devidas a altos niveis de pro-

teinases alcalinas. SHARMA et al. (1984) demonstraram gue &



alta atividade proteolitica em Tipula.abdominalis era decor-

rente da presenca de uma multiplicidade de proteinases prin-
cipalmente do tipo serinica que foram detectadas pelo empre-
go dos substratos TAME, BTEE e GPNA. A atividade proteoliti-
ca total foi sensivelmente inibida por PMSF e tinha um pH
6timo acima de 11.

Dentre os insetos da ordem Lepdoptera, Bombyx mori
foi estudado por SASAKI & SUSUKI (1982) e SASAKI et al (1985).

Eles isolaram duas endoproteinases do homogenato intestinal

deste inseto: uma delas com uma atividade tipo tripsina, se-
pardvel em trés isoenzimas, com pesos moleculares de 22000
e inibidas por DFP, TLCK, leupeptina, antipaina, HgCl2 e pelo
inibidor Bowman-Birk de soja e tendo pH o6timo em torno de
10 com BApNA como substrato; a outra endoproteinase encontra
da foi mostrada ser do tipo quimiotriptica uma vez gue neces
sitava para sua atividade de dois aminodcidos hidrcfdbicos
nas posigoes Pl e P4 do substrato. Em razao deste fato, esta
enzima nao hidrolisava os substratos quimiotripticos BTpNA
e GPpNA, sendo sua atividade inibida por DFP, gquimostatina e
inibidor Bowman-Birk de soja, ndo sendo afetada por TLCK,
TPCK, leupeptina, antipaina e reagentes sulfidrilicos. Uma
endoproteinase tipo tripsina foi isolada por MILLER et al.

(1974) de intestino médio de larvas de Maduca sexta. Esta

4ripsina apresentou cardcter anibdnico e peso molecular de
24000, sendo inibida por TLCK, ovomucdide, DFP, PMSF e TLCK.
Proteinases serinicas foram encontradas tambeém em homegenato
intestinal de Trichoplusia ni por PRITCHETT et al.,: (1981)

apresentando pH 6timo de 9,8 com caseina como substrato.

Os coledpteros representam a maior ordem entre os
insetos e muitos dos trabalhos sobre as proteinases destes
animais tém sido feitos com espécies de interesse agrondmico.

Adultos de quatro espécies do género Carabus (C. auronitus,

C. punctatoauratus, C. lineatus e C. splenders) foram estu-
dados por VAJE et al. (1984), sendo detectadas atividades ti-

po tripsina e guimiotripsina. Ambas s&o afetadas pelo inibi-
dor de tripsina de soja, inibidor de tripsina de "lima bean",

inibidor de calicreina de pdncreas e ovomucoide de galinha.



Experimentos de focalizagdo isoeletrica indicaram um grande
nimero de proteinases serinicas apresentando uma grande va-
riabilidade entre as espécies de Carabus. Da mesma forma,
Pterostichus melanarius, estudado por GOODING & HUANG (1969)

mostrou possuir atividades triptica e quimiotriptica, tendo

a tripsina apresentado peso molecular de 16600 e guimio-
tripsina de 20800. Foi também observado que a atividade to-
tal, usando hemoglobina desnaturada como substrato, tinha pH
dtimo de 8,0 e temperatura otima de 47°C. Tripsina e guimioc-
tripsina foram inibidas por PMSF e TPCK samente inibia tripsina.
BAKER et al. (1984) detectaram em intestinos de larvas de

Cylas formicarius elegantulus a presenga de uma atividade ti-

po tripsina ao usar BApNA como substrato, sendo que nenhuma
atividade tipo quimiotripsina foi observada ao utilizar-se
BTpNA como substrato.

Insetos da familia Bruchidae, ordem Coleoptera, sao
geralmente predadores de grdos estocados. Até o momento as

espécies Callosobruchus maculatus e Acanthoscelides obtecus

sdo as unicas cujas proteinases foram estudadas em algum de-
talhe. XAVIER-FILHO & COELHO (1980) mostraram que C. macula-
tus possuia uma forte atividade proteolitica em pH d&cido ao
usar hemoglobina e azocaseina como substratos. GATEHOUSE et
al. (1985) utilizaram vicilina (uma proteina de reserva de

sementes de Vigna unguiculata), mioglobina e azoalbumina co-

mo substratos para a deteccdo de atividade proteolitica em
larvas de C. maculatus quando observaram um pH -Otimo entre
5,4 e 5,6 para a hidrélise de vicilina e de 5,4 para a hidrd
lise de mioglobina e azoalbumina. Estas atividades foram afe
tadas pelos inibidores de proteinases cisteinicas leupeptina,
pCMB e pHMB, enguanto que PMSF e TPCK ndo a inibiram. O au-
mento desta atividade por DTT reforgou a idéia de que as pro
teinases digestivas de C. maculatus sdao dependentes de gru-
pos SH. Posteriormente, KITCH & MURDOCK (1986) ampliaram a
caracterizacgdo desta atividade. Eles observaram que Os rea-
gentes tidlicos DTT, cisteina, glutationa e B-mercaptoetanol
as ativavam, havendo uma inibic¢do acentuada da hidrolise 'de
3H—hemoglobina na presencga de pCMB, NEM, AIA, E-64 e antipai
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na. Além disto, pepstatina A, um inibidor de proteinases as-
particas, inibiu também esta atividade, mas de forma modera-
da./CAMPOS et al. (submetido para publicagdo) obtiveram por
cromatografia de troca iénica o fracionamento da atividade
azocaseinolitica de larvas de C. maculatus em trés componen-
tes, todos com pesos moleculares de aproximadamente 25000
sendo igualmente afetados por inibidores de proteinases cis-
teinicas (E-64, NEM, AIA, TLCK e TPCK) e ativados por DTT e
cisteina. Estes autores observaram também que o inibidor de

papaina isolado de sementes de Vigna unguiculata, hospedeira

deste inseto, inibiu fortemente estas trés atividades, en—
guanto que inibidores de proteinases serinicas isolados de

V. unguiculata e de sementes de outras espécies de plantas

nao as inibiam.?Outro brugquideo estudado guanto a classe me-
canistica de suas proteinases foi A. obtectus (WIEMAN, 1986)
em que a principal proteinase digestiva de suas larvas foi
purificada até a homogeneidade, possuindo, também, caracte-
risticas proprias das proteinases cisteinicas. Um trabalho
recente com o besouro de batata do Colorado (Leptinotarsa
decemlineata) (WOLFSON & MURDOCK, 1987) mostrou que as larvas

deste inseto também possuem uma atividade proteindsica do ti
po cisteinica.

Muito embora o niumero de espécies de insetos da or-
dem Coleoptera estudado com relagdo as suas proteinases di-
gestivas seja ainda limitado, oOs dados acima apresentados pa

ra C. maculatus, A. obtectus e L. decemlineata parecem-suge-

rir que os insetos fitéfagos desta ordem dependem, pelo me-
nos parcialmente, de proteinases cisteinicas para digerirem

as proteinas presentes em suas dietas.

1.3 - Amilases de Insetos

Ao contrario das amilases presentes em plantas e em
mamiferos, apenas um pequeno numero de amilases de insetos

tem merecido estudos mais detalbhados acerca de suas proprie-
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dades fisico-guimicas.
APPLEBAUM et al. (1961) estudaram a atividade amila-

sica do intestino médio de larvas de Tenebrio molitor com ©

objetivo de obterem dados que pudessem ser comparados com
agueles obtidos com as mais bem estudadas alfa e beta amila-
ses de origem vegetal e animal. Fazendo uso de varios rea-
gentes foi observado o seguinte: cat? e C17 ativavam ligei-

ramente a atividade amildsica de Ts molitor, Hg+2, Cu+2

e
dcido ascérbico a inibiam totalmente, enguanto gque ' cisteina
ndo a afetava e glutationa a inibia ligeiramente.®ara obten-
cdo da atividade amilasica mdxima um pH de 5,4 e temperatura
de 25°C mostraram-se ideais. BUONOCORE et al., (1976) puri-
ficaram a alfa-amilase de T. molitor por cromatografia de
afinidade em coluna de Sepharose-albumina de trigo encontran
do um peso molecular de 68000, pI de 4,0 e um baixo teor de
aminodcidos sulfurados. Esta alfa-amilase era dependente de
cat? e ativada por Cl™.

PODOLER & APPLEBAUM (1971a; 1971b) publicaram dois

+rabalhos bastante criteriosos sobre a amilase de Callosobruchus

chinensis. Eles a purificaram até a homogeneidade e demons-
traram sua natureza alfa-amilasica através de hidrdlise de
dextrina limite (obtida pela hidrélise da amilopectina pela
beta-amilase) e pelo seu modo de agdo sobre vdrios substra-
tos.

Aprofundando os estudos com amilases de insetos TERRA
et al. (1977) estudaram a amilase presente em homogenato in-

testinal de Rhyncosciara americana e mostraram que esta emnzi

ma apresentava atividade mdxima entre os pHs 6,8 e 8,0 e uma

£ e ativada por

temperatura de 50°C, sendo dependente de cat
C1” mais intensamente do que pelos ions Br e I . Os reagen
tes sulfidrilicos beta-mercuriobenzoato e iodoacetato nao a

z e Cu+2 a inibiam de modo competitivo e

5w e +
inibiam engquanto Hg
ndo competitivo, respectivamente.

Duas amilases foram examinadas com detalhes em adul-

tos de Drosophila pseudoobscura por YARDLEY & MARTIN (1982).

O carater de alfa-amilase destas enzimas foi demonstrado pe-

la hidrdélise de dextrina limite e pela inibigdo por EDTA e
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pelo inibidor de alfa-amilase de trigo. Posteriormente, tra-
balhando com o mesmo inseto, YARDLEY et al. (1983) observa-
ram que dietas contendo amido produziam uma atividade amila-
sica significativamente maior que dietas regulares e/ou gli-
cosadas sendo que, nos adultos, esta atividade amildsica
foi maior do gue nos outros estagios de desenvolvimento.
BAKER (1983) comparando as propriedades enzimaticas

de homogenatos intestinais de larvas de Sitophilus granarius

e Sitophilus zeamais observou que os pHs otimos das alfa-ami

lases eram de 5,0 e 4,75 e seus Kms de 0,07% e 0,13% para
S. granarius e S. zeamais, respectivamente. Ambas as enzimas
tiveram suas atividades aumentadas na presenca de Cl e Ca+2
e mostraram-se com padrdes de acdo sobre a amilase semelhan-
tes ao da alfa-amilase pancreatica de porco, sendo ainda
inibidas fortemente por NaHCO3 e por extratos brutos de fa-

rinha de trigo. Prosseguindo os estudos com Sitophilus BAKER

& WOO (1985) purificaram e caracterizaram parcialmente as
amilases dos adultos de S. oryzae e S. granarius. S. oryzae
possui duas isoenzimas com pls de 3,70 e 3,76 enquanto 5.
granarius possui uma unica amilase com pI de 3,76. Todas es-
tas trés enzimas possuem pesos moleculares de 56000, foram
ativadas por Cl e estabilizadas por Ca+2. BAKER (1987) pu-
rificou duas isoenzimas (RW-1 e RW-2) do adulto de S. oryzae
por HPLC tendo observado que elas possuiam pHs otimos entre
4,5 e 5,0, pesos moleculares de 56000 e composigdo de aminoa
cidos similares. Seus padrdes de agdo sobre a amilose foram
tipicos de alfa-amilase e se mostraram idénticos. Quanto a
hidrdlise de amido soluvel, as duas isoenzimas comportaram-
se diferentemente: RW-1 com Km de 0,246% e Vm de 837UA/mg de
proteina e RW-2 com Km de 0,066% e Vm de 308UA/mg de protei-
na. Fracdes de inibidores de alfa-amilase de trigo purifica-
das por HPLC Inibiram diferentemente as isoenzimas RW-1 e
RW-2.

WEBER et al (1985) purificaram, por cromatografia de

afinidade, duas amilases larvais (I e II) de Phoracantha

semipunctata. A -amilase I apresentou pH étimo de 6,0 e a ami

lase II de 5,3. Foi observado também que a amilase I tinha
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padrdes de hidrélise semelhantes aos de uma exoamilase (beta-
amilase) enguanto gue a amilase II tinha padrdes de acao e
produtos de hidrdlise tipicos de uma endoamilase (alfa-amila
se). Além disto, estas duas amilases foram ativadas por clo-

retoc.

1.4 - Inibidores Naturais de Proteinases e alfa-Amilases em
Plantas

Os inibidores naturais de proteinases sao ubiquos na
natureza onde sdo encontrados em tecidos animais, vegetais
e em microorganismos (RYAN, 1973; RICHARDSON, 1977; XAVIER-
FILHO & CAMPOS, no prelo). Estas proteinas estéo presentes

na maioria das plantas até agora investigadas e embora muito

se conheca acerca de suas propriedades guimicas e fisicas,
localizacdo subcelular, etc., seu papel bioldgico ainda con-
tinua sujeito a especulagdes (RYAN, 1973; XAVIER-FILHO &

CAMPOS, no prelo).

d‘possivel papel desses inibidores como proteinas de
reserva tem como suporte sua presenga em concentragdes rela-
tivamente altas em Oorgdos tais como sementes € tubérculos,
assim como pelo alto teor de aminoacidos sulfurados gue es-
tas proteinas usualmente contém, o gue faz pensar gue elas
atuariam como tipos especiais de proteinas de reserva
(RICHARDSON, 1977; PUZSTAI, 1967). Um possivel papel para os
inibidores de proteinases no controle de atividade proteoli-
tica enddgena em sementes foil também sugerido (BAUMGARTNER
& CHRISPEELS, 1976; SALMIA & MIKOLA, 1980; ABE et al., 1980;
BELOZERSKII et al., 1982).

Recentemente tem sido dada muita énfase para o possi
vel papel dos inibidores de proteinases como agentes de de-
fesa das plantas contra o ataque de insetos. Em alguns ca-
sos, tem sido demonstrado que estes inibidores podem afetar
sobremaneira o crescimento e desenvolvimento de populacdes
de insetos (GATEHOUSE & BOULTER, 1983; SHUCKLE & MURDOCK,
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1983; LIPKE & FRAENKEL, 1954; BROADWAY & DUFFEY, 1986 ;XAVIER-
FILHO & CAMPOS, no prelo). A sugestdo de gue os inibidores
de proteinases seriam componentes importantes do arsenal de
defesa das plantas contra o ataque de insetos foi impulsiona
da pelos trabalhos do grupo de C.A. Ryan nos Estados Unidos.
GREEN & RYAN (1972) observaram a rapida inducado da sintese
de inibidores de tripsina e guimiotripsina em folhas de toma
ta e batata, seguindo-se injuria causada pelo besouro da ba-
tata do Colorado. O evento primario apés a injuria parece
ser a liberacdo de um composto (proteinase inhibitor inducing
factor" - PIIF) que é originado de heteropolissacarideos pre
sentes nas paredes celulares das folhas. Este composto &
translocado para as folhas situadas muitas vezes a grandes
distancias do local de injuria, e 13 ele induz a sintese de
inibidores de proteinases e outras proteinas que interfere-
riam nos processos digestivos dos 1nsetos agressores (RYAN
et al., 1986). Esta indugdo da sintese de inibidores de pro-
teinases em resposta & injuria se constitui tambem num exem-
plo classico de defesa induzida e é, até o momento, © unico
exemplo ep plantas gue & razoavelmente entendido tanto com
relacdo ao sinal sistémico que induz a resposta como também
na capacidade deste sinal de regular a expressao de genes em
plantas (THORNBURG et al., 1987).

Outro trabalho cldssico que pde em evidéncia o papel
dos inibidores de proteinases como agentes de defesa das
plantas foi realizado por GATEHOUSE et al. (1979). Estes pes
guisadores sugeriram que o alto teor de inibidores de tripsi

na na cultivar TVu 2027 de Vigna unguiculata era o fator res

ponsavel pela resisténcia deste cultivar ao “ bruquideo

Callosobruchus maculatus. No entanto, esta sugestdao tem sido

refutada por estudos feitos no Departamento de Biogquimica e
Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara (CAMPOS
et al., submetido para publicacdo; XAVIER-FILHO & CAMPOS, no
prelo) gue mostraram ndo haver nenhuma correlacgaoc entre os
niveis de inibidores de proteinases serinicas e resisténcia

ao bruguideo C. maculatus entre cultivares de V. unguiculata

com diferentes graus de resisténcia a este inseto. Por exem-
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plo, as cultivares suscetiveis CE-11 e CE-524 possuem niveis
de inibidores de proteinases serinicas similares aos de TVu
2027 que é uma cultivar resistente. Além disto, as larvas de

C. maculatus se utilizam de proteinases cisteinicas para di-

gerirem as proteinas do feijdo e estas proteinases nao sao

afetadas pelos inibidores de proteinases serinicas presentes

em V. unguiculata (CAMPOS et al., submetido para publicacgédo).

Ao contrario dos estudos sobre os inibidores de pro-
teinases somente nos ldltimos anos é gue considerdvel progres
so tem sido feito no estudo dos inibidores de alfa-amilase
presentes em plantas (WARCHALEWSKI, 1983). Estes inibidores
sio de ocorréncia comum em plantas e microorganismos, sendo
que muitos dos inibidores de origem vegetal ja foram estuda-
dos em detalhe, tanto em relacgdo as suas estruturas prima-
rias (CAMPOS & RICHARDSON, 1984; WARCHALEWSKI, 1983) como
também em relacdo as suas propriedades fisico-quimicas (MARSHAL,
1975; RICHARDSON, 1980; MUNDY et al., 1983; XAVIER-FILHO &
CAMPOS, 1984), sendo que alguns destes inibidores tém a in-
teressante propriedade de também inibir a atividade de pro-
teinases eerinicas (CAMPOS & RICHARDSON, 1983; MUNDY et al.,
1983), como também compartilham genes ancestrais comuns CoOm
proteinas de reserva de sementes e com a taumatina, uma pro-
teina doce (RICHARDSON et al., 1987).

O papel bioldgico dos inibidores de alfa-amilase em
plantas ainda € incerto (XAVIER-FILHO & CAMPOS, 1984; POWERS
& CULBERTSON, 1982). Até recentemente, acreditava-se que as amilases
presentes em plantas ndo seriam inibidas por inibidores de
alfa-amilase presentes no mesmo tecido ou 6rgao. Entretanto,
inibidores enddgenos tém sido descritos recentemente (HALAYKO
et al.. 1986; WESELAKE et al., 1985). Com poucas excecodes,
os inibidores de alfa-amilase de plantas tém se mostrado ati
vos contra alfa-amilases de microorganismos e insetos. Este
fato levou & hipdtese de que estes inibidores desempenhariam
papel de protegdo das plantas contra ataque de insetos
(BUONOCORE et él" 1977; XAVIER-FILHO & CAMPOS, 1984). Infe-
lizmente, a maioria dos estudos de inibigao das alfa—-amila-

ses de insetos esta restrita a agdo dos inibidores in vitro
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(POWERS & CULBERTSON, 1982, 1983; MUNDY et al., 1984 ; SANCHEZ-
MONGE et al., 1986). |
Os estudos sobre os efeitos in vivo dos inibidores
de alfa-amilase sobre as amilases de insetos s3o raros. APPLEBAUM
et al. (1961) mostraram que a adicdo de inibidores de alfa-

amilase de trigo a dietas sintéticas de Tenebrio molitor afe

tava adversamente o seu desenvolvimento e aumentava de forma
acentuada a mortalidade das larvas. GATEHOUSE et al. (1986)
mostraram que, dentre as fracgdes inibitdérias de trigo (A,B,
C e D), as fracdes B, C e D eram fortes inibidores das alfa-

amilases de Tribolium confusum e Callosobruchus maculatus. As

fracdes B e C, em experimentos in vivo, mostraram-se toxicas
para C. maculatus, enguanto gque a fracdo C teve pouco efeito
sobre o desenvolvimento de T. confusum, indicando gque este
inseto é capaz de detoxificar os inibidores de alfa-amilase

presentes -em trigo, que é o seu hospedeiro natural.

1.5 - Objetivos

A motivacdo bdsica do presente trabalho foi identifi
car e caracterizar parcialmente as enzimas das larvas de

7abrotes subfasciatus responsdveis pela digestdo de protei-

nas e amido, bem como determinar o efeito in vitro de varios
inibidores e ativadores de proteinases e amilases sobre es-—

tas enzimas.



2 - MATERIAIS

Os insetos utilizados para formar a cultura de

zabrotes subfasciatus foram fornecidos pelo Centro de Ener-

gia Nuclear na Agricultura, Piracicaba, Sdo Paulo.

As sementes de Vigna unguiculata L. Walp, cultivar

pitildba, utilizadas na manutencado da cultura de Z. subfasciatus

bem como as cultivares CE-11 e CE-315 foram obtidas junto ao
Centro de Ciéncias Agrdrias da Universidade Federal do Cea-
r4d. As cultivares de Vigna unguiculata IT81D 1045 e IT81D1064

vieram do Centro Nacional de Pesquisa Arroz-Feijdo da EMBRAPA

(Goidnia-Goias).

Os principais materiais utilizados e seus fabrican-
tes sdo listados a seguir:

- Caseina segundo Hammarsten, Merck S.A., Rio de Ja-
neiro, Brasil.

- Hemoglobina bovina, Sigma Chemical Co., St. Louis,
EUA.

- Amido Soluvel, Eastaman Kodak Co., Rochester, New
York, EUA.

- Albumina sérica bovina, Sigma chemical Co., St.
Louis, EUA.

- Sephadex G-75, Pharmacia, Upsala, Suecia.

- DEAE-Sepharose, Pharmacia, Upsala, Suécia.

Todos os demais reagentes foram de grau analitico e

adquiridos comercialmente.
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3 - METODOS

3.1 - Criacdo dos Insetos

Uma cultura de Zabrotes subfasciatus foi mantida so-

bre sementes de Vigna unguiculata (L.) Walp, cultivar Pitiu-

ba, em frascos de vidro transparente e fechados com tampas

metdlicas perfuradas. Os frascos foram mantidos em uma unica
prateleira de uma cdmara de crescimento (General Eletric) a
temperatura de 28-30°C e umidade relativa de 55-60%. A cada
geragdo os adultos foram transferidos para sementes novas

para a manutencdo da cultura.

3.2 - Preparagdo de Homogenatos Intestinais de Zabrotes
subfasciatus

Os homogenatos intestinais de Z. subfasciatus foram

.Preparados de acordo com TERRA et al. (1977) com peguenas mo
dificagdes. As larvas com idades variando entre 15 e 18 dias
apds a oviposicdo foram dispostas em laminas escavadas con-
tendo solugdo de NaCl 0,3M (solugdo isotonica com © meio in-
testinal) e com o auxilio de um microscépio estereoscopico
removia-se a porgao do tubo intestinal anterior aos tubulos
de Malpighi, transferindo-a para tubos de pldastico tipo
Eppendorf contendo tampdo acetato 0,3M, pH 5,0 ou agua desti
lada. Em seguida, os intestinos foram homogeneizados em Potter
durante 10 minutos, em banho de gelo, e a suspensao centrifu
gada a 10000 xg por 20 minutos a 4°C. O precipitado foi des-
prezado ‘e o sobrenadante guardado em frascos de vidro e ar-

mazenados em freezer doméstico até posterior utilizagé&o.

18
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3.3 - Determinacdo de Proteina

Todas as determinacdes de proteina foram feitas em
triplicata pelo método de BRADFORD(1976) utilizando-se albu-

mina sérica bovina como padrao.

3.4 - Preparacao das Solucgdes Utilizadas como Substrato

3.4.1 - Azo-caseina 1,5%

Um grama e meio de azo-caseina, preparada pela técni
ca descrita por MAIA (1982) foi adicionado a 100ml de tampdo
acetato 0,3M, pH 5,5, contendo cisteina 1lmM ou em tampao ace
tato 0,3M, pH 4,0 e a suspensdo fervida por 15 minutos. ApOs
resfriamento, os pHs das solucgbes foram reajustados e os Vvo-
lumes completados para 100ml com agua destilada. Esta solu-

cdo foi armazenada em freezer doméstico até sua utilizacao.

3.4.2 - Hemoglobina 1%

Um grama de hemogiobina bovina foi dissolvido em
. 50ml de HCl1 0,06N. Apdés adigdo de 40ml de tampao de concen-
tracdo 0,2M (glicina, pH 2,0; formiato, pHs 2,5 a 3,5; ace-
tato, pHs 3,5 a 5,5; ou fosfato, pHs 6,0 a 7,0), ajustou-se
aos pHs desejados e completou-se o volume para 100ml com ca-
da um dos tampdes (COELHO, 1980). As solucdes foram mantidas

em freezer doméstico até sua posterior utilizagao.
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3.5 - Determinacdo ds Atividade Enzimatica = de Zabrotes
subfasciatus
3.5.1 - Atividade Azo-Caseinolitica

A atividade azo-caseinolitica foi determinada basica
mente de acordo com COELHO (1980). A aliguotas de 100-200ul
de amostra foram adicionados tampao acetato 0,3M, pH 5,5 con
tendo cisteina ou tampdo acetato 0,3M, pH 4,0 suficientes pa
ra se completar o volume para 1,0ml. A reagado foi iniciada
pela adigdo de 0,5ml da solugdo de azo-caseina 1,5%. A mistu
ra foi incubada por 30 minutos a 55°C. A reacado foi parada
pela adicdo de 0,5ml de TCA 20%. AP6s 15 minutos de repouso,
a suspensido foi centrifugada por 10min a 5000 xg e aliguotas
de 1,0ml do sobrenadante foram alcalinizadas com O MesSmMO VO-
lume de NaOH 2N. A atividade proteolitica foi medida pela
absorbancia a 440nm dos peptideos diazotizados. Provas em
branco foram incluidas para se determinar a quantidade de ma
terial"sgiﬁvel em TCA nao devida & acdo enzimdtica. Uma uni-
dade de atividade azo-caseinolitica (UA) foi definida como
sendo a guantidade de enzima requerida para produzir uma
absorbancia de 0,100 a 440nm em um volume de ensaio de 1,5ml

por 30min a 55°C.

3.5.2 - Atividade Hemoglobindsica

0 método descrito por COELHO (1980) foi utilizado pa
ra se determinar a atividade hemoglobindsica. Foram adiciona
dos 5,0ml de hemoglobina 1% a 1,0ml da amostra dissolvida em
tampdo apropriado. Esta mistura foi deixada em incubacdo por
1,0 hora, a 40°C. A reacgdo foi parada pela adigdo de 1,0ml
de TCA 40%. Apos 30min em repouso, a suspensdo foi centrifu-

gada por 1lOmin. Aliguotas de 1,0ml de sobrenadante foram al-
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calinizadas com 0,2ml de NaOH 2N. Os produtos de hidrdlise
foram determinados empregando-se o método de Folin modifica-
do por LOWRY (1951). A absorbancia foi lida a 750nm. Uma uni
dade de atividade hemoglobinasica foi definida como sendo a
guantidade de enzima que produz uma absorbéncia de 0,100 a

750nm por 1,0ml da solugdo de enzima a 40°C, durante 60min.
3.5.3 - Atividade Amildsica

A atividade amildsica total foi medida de acordo com
o procedimento de BERNFELD (1955) ligeiramente modificada
por BAKER (1983). Juntou-se 20ul de solucgdo enzimdtica dilui
da em tampdo acetato 0,1M, pH 5,0 contendo NaCl 20mM e CaCl2
0,1lmM ou, alternativamente, em tampao acetato 0,1M, pH 4,5 a
250ul1 de amido 1% preparado no mesmo tampdo. Apés 10min de
incubacdo a 55°C, a reagdo foi parada pela adicdo de 250ul1
de DNS e os tubos foram aguecidos por 1l0min em banho de agua
fervente. Feito isto, as amostras foram diluidas com 2,5ml
de dgua destilada e a absorbancia lida a 550nm. Maltose hi-
dratada foi usada como padrdo e uma unidade de atividade foi
definida como sendo a guantidade de enzima que produz 1,0mg

de maltose em 10min, a 55°C.

3.6 - Purificacdo Parcial das Proteinases e Amilases

Aproximadamente 6000 intestinos de  Z. subfasciatus

foram homogeneizados em tampdo acetato 0,05M, pH 5,0. Apds
centrifugacdo por 20min a 10000 xg e 4°C, o sobrenadante (8,0ml)
foi recuperado e. o precipitado desprezado. 0O sobrenadante
(7,5ml) foi aplicado a uma coluna de Sephadex G-75 (105x2,5cm)
previamente equilibrada com o tampdo acima. Esta coluna ha-
via sido previamente calibrada para determinagdo de peso mo-

lecular com as proteinas albumina bovina (66000), ovoalbumina
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(45000), anidrase carbdnica (29000), tripsinogénio (24000) e
inibidor de tripsina de soja (20100). C fluxo foi ajustado
para 30ml/h e fracdes de 5,0ml foram coletadas. Esta cromato
grafia foi realizada a temperatura ambiente. Os tubos gue
apresentavam atividade azo-caseinolitica foram reunidos e
aplicados a uma coluna (4,0 x 0,3cm) de DEAE-Sepharose pre-
viamente equilibrada em tampao acetato 0,05M, pH 5,0. O flu-
%o foi ajustado para 50ml/h e fracdes de 5,0ml foram coleta-
das. Quando a absorbdncia a 280nm do eluato atingiu zero as
proteinas retidas na coluna foram eluidas pela aplicacgdo de
um gradiente (0 a 0,3M) de NaCl em tampdo acetato 0,05M, PpEH
5,0 e, neste caso, fragdes de 2,5ml foram coletadas a um flu
%o de 40ml/h. Esta cromatografia foi também realizada a tem-
peratura ambiente.

A menos quando especificamente indicado, os estudos
de caracterizacao das proteinases foram feitos utilizando-se
as fracdes com atividade proteolitica obtidas na etapa de
troca idnica. Os estudos de caracterizacao das atividades
amildsicas foram feitos com as fracgdes ativas obtidas na eta

pa de cramatografia de exclusdo molecular.

3.7 - Efeitos de Alguns Ativadores e Inibidores Sobre as Ati-
vidades Proteoliticas

Os efeitos de inibidores e ativadores de proteinases
sobre o extrato bruto e fracdes separadas por troca idnica
foram estudados através de incubacgdo inicial de 20min, & tem
peratura do ensaio (55°C), da solucdo enzimdtica com o ativa
dor ou inibidor dissolvido em solvente adequado. Os ensaios
azocaseinoliticos foram feitos em triplicatas, sendo realiza
dos como descrito no item 3.5.1: a pH 4,0 para fragao PII
e pH 5,5 para o extrato bruto e fracdo PI. Controles conten-—
do substratotenzima, substrato+inibidor,enzima#+substrato+sol
vente do inibidor ou do ativador e substrato somente foram

utilizados.
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3.8 - Efeito de Inibidores e Ativadores de alfa-amilase so-
bre as Fracdes Parcialmente Purificadas

Os efeitos dos inibidores de alfa-amilase 1isolados
de Triticum vulgaris e Phaseolus vulgaris (variedade Rico 23)
bem como os efeitos de HgClz, CuSC,, AIA, NEM, cisteina, NaCl,

4
CaC12 e EDTA sobre as fragbes AI e AII foram determinados

apds pré-incubagdo por 20min a temperatura de 55°C de 20ul
de cada fracdo com 20ul da solucdo contendo cada um dos ini-
bidores ou ativadores. Feito isto, o ensaio foi iniciado pe-
la adigdo de 500ul de amido 1% preparado com tampao acetato
0,1M, pH 4,5 (para a fracdo AI) ou tampao acetato 0,1M, pH
5,0, contendo NaCl 20mM e CaCl, 0,lmM (para a fracdo AII).
Apés 10 minutos a 55°C, a reagdo foi parada pela adicao de
50011 de DNS. Feito isto, os tubos foram aguecidos por 10min
em banho de agua fervente e resfriados. Em seguida, adicio-
nou-se 2,5ml de agua destilada a cada tubo, sendo a absorban

cia lida a 550nm.

3.9 - Estabilidade Térmica da Atividade Amilasica em Presen-

ca e Auséncia de CaClE-g NaCl.

A estabilidade térmica da fracdo AII na presenga de
NaCl e CaCl2

contra agua destilada. Para os ensaios, aliguotas desta fra-

foi estudada apos didlise por 24h desta fracao

cdo foram diluidas por um fator de 3 com tampao acetato 0,1M,
pH 5,0; tampdo acetato 0,1M, pH 5,0, contendo NaCl 20mM; ou
tampdo acetato 0,1M pH 5,0, contendo CaCl2 1mM e deixadas
incubando por 30 minutos & temperatura de 4°C e em seguida
cada uma das amostras foi incubada a 60°C e, apds 1,0 minuto
inicial, a intervalos de 5 minutos até 1/2 hore de incubagao,
aliquotas destas amostras foram ensaiadas para a atividade

amildsica por 10 minutos a 37°C.
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3.10 - Desenvolvimento de Z. subfasciatus em Algumas Varie-
dades de Vigna unguiculata

O desenvolvimento de Z. subfaciatus nas cultivares
de Vigna unguiculata Pitidba, IT81D 1045, IT81D 1064, CE 315

e CE 11 (Quebra-Cadeira) foi também estudado. Vinte sementes

de cada uma das variedades acima foram colocadas nos mesmos
tipos de frascos de vidro utilizados para a manutencdo da co
lonia e deixados equilibrar nas condigdes da camara de cres-
cimento por 24 horas. Em seguida, 6 fémeas de uma mesma ida-
de (dois dias).foram colocadas em cada um dos frascos para
ovipositarem durante um dia. O excesso de ovos sobre cada
uma das sementes (acima de cinco) foi retirado. Apds o 26¢
dia, a emergéncia de adultos foi acompanhada dia a dia, e a

partir do 302 dia de dois em dois dias.



4 - RESULTADOS

4.1 - Purificacdo Parcial das Proteinases e Alfa-Amilases de
Zabrotes subfasciatus

Os trabalhos de purificagdo parcial das proteinases

e . amilases de larvas de Zabrotes subfasciatus foram

precedidos pela determinagdo dos niveis de atividade azo-ca-
seinolitica ao longo do desenvolvimento do inseto (do 132 ao
26° dia apés a oviposigdo) de modo a se determinar o estadio
ou idade onde a atividade proteolitica era maxima, indicati-
vo de uma maior atividade das enzimas digestivas (WIGGLESWORTH,
1972). Como esta mostrado na FIGURA 1, larvas com idades va-
riando entre 16 e 18 dias apresentaram maior atividade azo-

caseinolitica. Dessa forma, a purificagao parcial das protei

nases e amilases foi feita a partir de intestinos de
-

larvas com estas idadec. Para tanto, extrato intestinal de

aproximadamente 6000 larvas foi aplicado a uma coluna de

Sephadex G-75. Toda a atividade proteolitica recuperada foi
eluida em um volume correspondente a um peso molecular por
volta de 31000 (FIGURA 2). Por sua vez, dois picos com ativi
dade amildsica com pesos moleculares aproximadamente iguais
a 55000 (fracdo AI) e 28000 (fracdo AII) foram obtidos. Es-
tas duas fracdes foram utilizadas para estudos de caracteri-
zacdo das amilases. Os tubos apresentando atividade proteina
sica foram reunidos e aplicados a uma coluna de DEAE-Sepharo
se. Como resultado, foram obtidas duas fragoes com atividade
proteolitica, uma das guais eluida com o tampdc de partida

(fragdo PI) e a outra eluida a uma concentragao de NaCl de

0,09M (fracdo PII) (FIGURA 3). Na TABELA 1 vé-se que a fra--
cdo proteolitica PI quase nao sofreu purificagcao ao passo
gue a fragdo PII foi purificada em torno de 19 vezes. Por

sua vez, a TABELA 2 mostra que a fracao amilasica AI apresen
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em relacao ao maior valor) durante o desenvol-
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grafados representam medias de um minimo de 3
determinacoes, cada uma feita em triplicata.
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TABELA 1 - Purificacdo das atividades proteoliticas do homo-
genato intestinal de Zabrotes subfasciatus por

cromatografia em coluna de Sephadex G-75 seguida

de fracionamento em coluna de DEAE-Sepharose.

. Drovegvica  PIOteim g, Fatorde
(UA/ml) (UA/mgP) =
Extrato bruto 580,0 14,30 40,6 1,0
Sephadex G-75 18,8 0,28 67,1 1,7
Fracdo PI 6,2 0,14 44,3 i i
Fracdo P II 77,4 0,10 774,0 19,1
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TABELA 2 - Purificacdo das atividades amiloliticas do homo-
genato intestinal de Zabrotes subfasciatus por
cromatografia em coluna de Sephadex G-75.

Atividade J Atividade

" ; gl Proteina e Fator de
Fracao Amilolitica - Especifica A
(UA/m1) (mgP/ml) (1 /mgP) PuariFicagan
Extrato Bruto 2850,0 14,30 199.3 1.0
Fracdo Al 18,1 0,28 64,6 0.3

Fracao ATI 817,5 0,11 7234,5 36,3
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tou um fator de purificagdo de 0,3 enquanto gue a fracao AII

foi purificada cerca de 36 vezes.

4.2 - Determinacdo das Condigdes Otimas de Ensaio da Ativi-
dade Proteolitica

0 efeito da temperatura de ensaio sobre a atividade
azo-caseinolitica presente no homogenato intestinal nédo fra-
cionado de Z. subfasciatus foi determinado as temperaturas
de 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 e 65°C. Como estda mostrado na

FIGURA 4, as proteinases presentesno intestino de Z. subfasciatus

apresentaram um maximo de atividade azo-caseinolitica a 55°C.

Uma vez gue a azo-caseina ndo € soldvel a um pH in-
ferior a 4,0, o perfil de atividade versus pH para as protei
nases foi determinado usando-se ﬁemoglobina (pHs 2,0 a 6,0)
e azo-caseina (pHs 4,0 a 9,0) como substratos, utilizando-se
os seguintes tampdes: tampao glicina 0,2M, pH 2,0; tampao
formiato 0,2M pHs 2,5 a 3,5; tampdo acetato 0,2M, pHs 4,0 a
=P T tamgéo fosfato 0,2M, pHs 6,0-a 7,5 e tampao tris/HC1
0,2M, pHs 8,0 a 9,0. Coma azo-caseina, tanto o extrato bru-
to como a fragdoc PI apresentaram atividades maximas a pH 5,5
(FIGURA 5). Por sua vez,'observou—se gue a atividade de PII
foi maxima a pH 3,5 utilizando-se hemoglobina (FIGURA 6) po
rém, por conveniéncia, utilizou-se a azo-caseina a pH 4,0.
Para os ensaios proteoliticos, usando a hemoglobina como
substrato, foi escolhida a temperatura de 40°C que foi a
ideal para a atividade hemoglobindsica intestinal de C. macu-
latus (COELHO, 1980), visto que, com a azo-caseina, este inseto campor
tou-se de forma similar ao da atividade de Za subfasciatus:_

O efeito da concentragdo de azo-caseina sobre a ati-

vidade proteolitica do homogenato intestinal de Z. subfasciatus
foi medido variando-se a concentragdo deste substrato de
0,066% a 0,333% no meio de reacgdo, nas condigdes ideais do
ensaio. A FIGURA 7 mostra qgue a atividade proteolitica intes

tinal saturou-se em concentracdes do substrato acima de 0,133%.
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dias de quatro determinagoes feita cada
uma em triplicata. ‘
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4.3 - Efeito de Blguns Ativadores e Inibidores Sobre as Pro-
teinases de Z. subfasciatus

A acdo de alguns ativadores e inibidores sobre as

proteinases de Z. subfasciatus foi estudada com O objetivo

de se determinar a classe mecanistica destas enzimas. Os re-
sultados obtidos com o extrato bruto intestinal e as fragdes
PI e PII estao sumarisados na TABELA 3. A adigao de cistei
na e ditiotreitol (DTT) no meio de ensaio resultou num acres
cimo da atividade proteoliticaida fragdo PI, enguantc que a
atividade proteolitica da fragdo PII permaneceu inalterada. A
adicdo destes ativadores de proteinases cisteinicas ao meio
de ensaio com o homogenato intestinal ndo fracionado também
levou a um aumento de sua atividade proteolitica embora me-
nor do que aguele observado para a fracao PI. Por sua vez, a
adicdo de TPCK e TLCK (inibidores de proteinases serinicas)
ao meio de ensaio contendo a fragdo PI, resultou num decrés-
cimo da atividade proteolitica desta fracao de 34% e 31%,res
pectivamente. Estes reagentes praticamente ndo afetaram a
atividads da fracado PII. Quando estes dois inibidores foram
adicionados ao meio de ensaio contendo o homogenato intesti-
nal nao fracionado foi também observado um decréscimo na ati
vidade proteolitica em torno de 35%. PMSF, um outro tipo de
inibidor de proteinasesrserinicas, causou um decréscimo de
7% nas atividades do extrato bruto e da-fragao PITI e de 11%
na fracdo PI. A adigdo dos'inibidores de pfoteinases cistei-
nicas E-64, NEM, DTP e AIA resultou num alto grau de 1inibi-
cdo da fragdo PI, enguanto que a atividade proteolitica da
fracdo PII sé foi inibida por DTP (9%). por sua vez, a adi-
cio destes inibidores ao meio de reagdo contendo o homogena-
to intestinal ndo fracionado, ocasionou um decréscimo de sua
atividade variando de 29 a 55%. O efeito de pepstatina, um
inibidor de origem microbiana especifico para proteinases as
particas (CORVOL et al., 1973), foi também estudado. Neste
caso, este inibidor anulou completamente a atividade proteo-

litica da fracao PII, inibindo 46% da atividade do  extrato
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TABELA 3 - Efeitos de alguns inibidores e ativadores .de pro-
teinases sobre as fracdes.proteoliticas de Zabrotes.

subfasciatus.
Atividade Total
Concentracio ($ do controle*)
Reagentes (M) Solvente Extrato Fracio Fracio
Bruto PI PII
E-64 0,028 Tampao de 45 20 100
ensaio
NEM 1,0 o 65 25 100
DTP 1,0 MeZSO 71 57 91
Cistatina 0,075 tampao de 54 43 100
ensaio
ATIA 1,2 " 71 16 100
TPCK 0,066 Me, SO 64 66 98
TLCK 0,066 MeZSO 67 69 97
Cisteina 1,0 tampdo de 138 164 100
ensaio
DTT 1,0 0 165 194 100
Pepstatina 0,014 Me,S0 56 85 0
PMSF 1.9 Me280 93 89 93
Inibidor de tripsina
de soja 0,010 tampdo de 100 100 98
ensaio

Inibidor de tripsina
de Vigna unguiculata 0,010 . 100 100 100
Inibidor I de

guimictripsina de

batata 0,010 " 100 93 93
Inibidor de carboxipepti-
dase de batata 0,010 " 100 a5 100

* Controle - atividade proteolitica determinada na auséncia de inibido-
res e ativadores.
Os valores acima sdo médias de quatro repetigbes feitas cada uma em
triplicata.
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bruto intestinal e de 15% da atividade da fracao PI. Os efei
tos de algumas proteinas inibidoras de enzimas proteoliticas
estdc também mostrados na TABELA 3. O inibidor I de quimio-
tripsina de batata inibiv 7% das atividades das fracgdes PI e
PIT e o inibidor de carboxipeptidade de batata inibiu 5% da
atividade de PI. As outras atividades permaneceram inaltera-
das. No entanto, cistatina, um inibidor protéico de proteina
ses cisteinicas isolado da clara do ovo (ANASTASI et al., 1983),
reduziu as atividades do extrato bruto intestinal (46%) e da
fracdao PI (57%), ndo tendo efeito inibitdrio sobre a fracao
PITI.

As diferenga§ gualitativas entre as proteinases de
Z. subfasciatus e C. maculatus estdo apresentadas na FIGURA 8,

a qual mostra que a atividade azo-caseinolitica intestinal de

larvas de C. maculatus € qguase completamente inibida por
E-64, engquanto gue este mesmo inibidor inibe apenas cerca de

60% da atividade proteolitica de Z. subfasciatus.

4.4 - Detgerminacio das Condigdes Otimas de Ensaio da Ativida-
de “Amildsica

O efeito da temperatura sobre as atividades amilasi-
cas das fracgdoes AI e AII, realizado entre as temperaturas de
30 a 65°%C utilizando-se tampao acetato 0,1M, pH 4,0 ou tam-
pdo acetato 0,1M, pH 5,0 contendo NaCl 20mM e CaClz;O;imM,lé
mostrado na FIGURA 9. A fracdo AI apresentou um aumento con-
sideravel de sua atividade até a temperatura de 55°C, tendo
apresentado apenas uma ligeira gueda até a 65°C. A fracao
AII mostrou também um maximo de atividade a 55°C.

A curva de pH versus atividade (FIGURA 10) mostrou
pHs o6timos de 4,5 para a fragcdo AI e de 5,0 para AII. Foram
usados os pHs de 3,5 a 8,0, utilizando-se os seguintes tam-
poes: tampao acetato 0,1M, pHs 3,5 a 5,5; tampdo fosfato
0,1M, pHs 6,0 a 7,0 e tampado tris/HCl1l 0,1M, pHs 7,5 e 8,0.

Nos ensaios com a fragdo AII utilizou-se tampdes contendo
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NaCl 20mM e CaCl2 0,1mM.
A concentragdo de substrato (amido 1%) foi usada to-
mando como base-estudos realizados com C. maculatus (LOPES,

1985).

4.5 - Estudos de Ativagdo e Inibigdo das Amilases

Estudos de ativagdo e de inibigdo sobre as fracgoes
amiloliticas AI e AII foram feitos com o intuito de se esta-
belecer a natureza alfa-amilasica ou beta-amildsica destas
fragdes. Uma propriedade comum a maioria das alfa-amilases
é a presenca de Ca2+ como parte integrante do seu sitio ati-
vo e a sua conseqguente inibicdo por agentes quelantes (PODOLER
e APPLEBAUM, 1971a). Como mostrado na TABELA 4, CaCl2 teve
um efeito ativador sobre a fragdo AII, ndo afetando a fragéao
AI. EDTA, por sua vez, inibiu a atividade da fracdo AII e te
ve um efeito estimulatdrio sobre a fracdo AI. Estes dados su
gerem a presenga de alfa-amilases na fragao AII e de beta-
amilases na fragdo AI. Segundo APPLEBAUM et al. (1961) e
TERRA et al. (1977), as alfa-amilases ndo dependem de grupa-
mentos sulfidrilicos para a sua atividade, enguanto as beta-
amilases dependem. Quando o efeito da adicdoc ao meio de en-
saio dos agentes blogueadores de grupamentos sulfidrilicos
AIA e NEM foi estudado, observou-se uma ligeira inibigdo da
atividade amildsica da fragdo AI, enquanto que a atividade
amildsica da fracdo AII permaneceu inalterada. Por sua vez,
a adigcdo de cisteina estimulou a atividade somente de AI (TA
BELA 4). Estes resultados reforgcam a indicagdo da presencga
de alfa e beta-amilases nas fragdes AII e AI, respectivamen
te. A presenca de NaCl ativou a fracdo AII e causou um ligei
ro aumento na atividade amildsica de AI (7%). Este resultado
ndo ajuda a diferengar as natureza exo e endo-amiloliticas
das duas fracdes desde que hd referéncias de ativagdo e in-
diferena por Cl em alfa-amilases (PODOLER & APPLERAUM, 1971b)

embora beta-amilases ndo requeiram ion inorganico para sua
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TABELA 4 - Efeito de alguns ativadores e inibidores de amila
ses sobre as fracdes Al e AII de Zabrotes subfas-

ciatus.

Atividade Total

%*

Concentracio (3 do controle¥*)

Reagente (mM)
Fracao Fracgao
AT ATT

AIA 2,0 92 100
NEM 2:;0 80 100
Cisteina 2,0 150 100
EDTA 2,0 127 66
NaCl 0,3 107 119
CaCl2 3 dd 100 120
HgC12 2,0 0 0
CuSO4 250 0 0
* Controle - atividade proteolitica determinada na auséncia

de inibidores e ativadores.
Os valores acima sdo médias de quatro determinagdes feitas

cada uma em triplicata.
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atividade (ROBYT & WHELAN, 1973). Finalmente, os compostos
HgC12
cdes AI e AII.

= CuSO4 inibiram completamente as atividades das fra-

4.6 - Efeito de Inibidores Naturais de alfa-Amilases sobre as

Fragdes AI e AII

Os efeitos dos inibidores de alfa-amilase isolados

de Triticum vulgaris e Phaseolus vulgaris (variedade Rico 23)

estdo mostrados na TABELA 5. Estes dois inibidores inibem
fortemente a atividade amilasica da fragdo AII (76 e 87%, res—
pectivamente) enquanto que atividade da fracao AI foi apenas

ligeiramente afetada (10%).

4.7 - Efeitos do NaCl e CaCl
e e = 2
cao AII - =

na Estabilidade Térmica da Fra-

Estes estudos foram realizados apds didlise contra
dgua destilada (24 horas) da fracdo AII. O efeito do NaCl e
do CaCl2
foi determinado pela incubagdo das mesmas por 5, 10, 15, 20,

na estabilizacdo térmica de amostras desta fracao

25 e 30 minutos a 60°C. Apds incubacgdo, aliquotas foram re-
tiradas e suas atividades determinadas. Como mostrado na FI-
GURA 11, a incubacdo da fracdo AII por 20 minutos na presen-
ca de NaCl ou CaCl2 essencialmente ndo afeta sua atividade.
Por outro lado, a incubacdo da fragdo AII na auséncia de

NaCl e CaCl. levou a um grau de inativacdo de 85% em 20 minu

2
tos.



TABELA 5 - Efeito dos inibidores naturais de alfa-amilase so

bre as

fracdes amiloliticas de Zabrotes subfasciatus

Atividade Total
(% do controle¥*)

Inibidor e *
Fracao Fracao
AT ATI
‘Phaseolus vulgaris
(Rico 23) 0,7 90 24
Triticum vulgaris 1.4 90 13

* Controle - atividade proteclitica determinada na auséncia

de ativadores e inibidores.

Os valores acima sdo médias de guatro determinacdes feita-

cada uma em triplicata.
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nagoes.
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4.8 - Desenvolvimento de Zabrotes subfasciatus em Algumas Va-
riedades de Vigna unguiculata

Vé-se pela TABELA 6 que Z. subfasciatus desenvolve-

se muito bem em todas as variedades de Vigna unguiculata uti

lizadas no experimento, tendo, inclusive, uma boa performan-
ce nas variedades IT81D1045 e IT81D1064 gue sdo resistentes

ao desenvolvimento do bruguideo Callosobruchus maculatus (XA

VIER-FILHO & CAMPOS, no prelo). Observa-se gue Os valores
obtidos para as médias de dias de emergéncia e percentagem
de emergéncia nas duas variedades resistentes ao C. maculatus
sdo maiores e menores, respectivamente, aos obtidos para as
outras variedades estudadas, embora estas diferencas nao se-

jam significativas ao nivel de 5% (teste de Tukey).


PC-7031
Caixa de texto
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TABELA 6 - Performance do bruquideo Zabrotes subfasciatus em
algumas variedades de Vigna unguiculata.

Variedades MDE* % Emergéncia
CE-31
(Pitiuba) 27,0 £ 0,2 03,8 * 2,8
Ce-11
(Quebra-Cadeira) 27,6 = 0,3 95,0 ¢+ 2,0
CE-315 27:;5 % 0,5 95,0 = 3,0
IT81D1045 27,7 £ 0,1 89,5 + 1,5
IT81D1064 279 % 0,5 . 870 % 4,0

* Média de dias de emergéncia.

Obs.: Os dados sdo referentes a médias de guatro determina-
cdes e foram analisados pelo teste de Tukey de compara
cd3o entre médias. Os valores numa mesma coluna nao di-

ferem entre si ao nivel de 5%.



5 - DISCUSSAO

Os resultados sobre os niveis de atividade azo-caseil

nolitica ao longo do desenvolvimento de Zabrotes subfasciatus

mostraram um maximo de atividade na fase larval e niveis de
atividade muito baixas nas fases de pré-pupa e pupa (FIGURA
1). Estes resultados foram semelhantes aos obtidos por LOPES
(1985) para as atividades proteoliticas e amildsicas de

Callosobruchus maculatus.

Até o momento, estudos referentes as proteinases di-
gestivas de insetos da Familia Bruchidae foram realizados so

mente com duas espécies: Callosobruchus maculatus, inseto

gue € especialista na predagado de sementes de V. unguiculata

e Acanthoscelides obtectus gque tem como principais hospedeil

ros as sementes de Phaseolus. Ambas as espé-
cies tiveram suas proteinases parcialmente purificadas e ca-
racterizagdas, tendo sido demonstrado gue estes bruguideos
utilizavam-se de proteinases cisteinicas para digerirem as
proteinas presentes em suas dietas (CAMPOS et al., submetido
para publicagdo; WIEMAN, 1986). Os dados aqui apresentados

indicam gue o sistema protecolitico de Z. subfasciatus, pelo

menos em relacdo a classe mecanistica de proteinases gue
suas larvas utilizam para digerirem proteinas, é diferente
do sistema proteolitico de C. maculatus e A. obtectus (FIGU-

RA 8). A presenga em Z. subfasciatus de proteinases perten-

centes & classe mecanistica das proteinases cisteinicas o
proteinases asparticas ficou evidenciada pelos estudos do
efeito de alguns inibidores e ativadores de proteinases so-
bre as fragdes proteoliticas PI e PII (TABELA 3). Estes estu
dos mostraram gue a atividade proteolitica da fracdo PI foi
fortemente inibida por E-64, tripeptideo de origem microbia-
na e especifico para os sitios ativos de proteinases cistei-
nicas (STOREY & WAGNER, 1986) e por cistatina, proteina ini-
bidora de proteinases cisteinicas (ANASTASI et al., 1983).0u

49
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tros inibidores de proteinases cisteinicas, embora menos es-
pecificos, tais como NEM, DTP e AIA (STOREY & WAGNER, 1986)
também exerceram forte efeito inibitdério sobre a fragdo PI.
A ativacdo da fracdo PI por cisteina e DTT (dois conhecidos
ativadores de proteinases cisteinicas) se constitui numa ou-
tra evidéncia para presenca de proteinases cisteinicas na
fracdo PI. Uma andlise da TABELA 3 sugere gue a presenca de
proteinases serinicas na fracdo PI ndo pode ser de todo des-
cartada, uma vez que a atividade proteolitica desta fragdo &
inibida por TLCK e TPCK, inibidores de proteinases serinicas
(STOREY & WAGNER, 1986). Apesar de que o pH otimo para a ati
vidade proteolitica desta fracdo seja de 5,5 (FIGURA 5) ti-
pico de proteinases cisteinicas (APPLEBAUM, 1985; STOREY &
WAGNER, 1986), enguanto que proteinases serinicas tém pH oti
mo alcalino (STOREY & WAGNER, 1986). A fracdo PII, por sua
vez, nao foi inibida praticamente por nenhum dos inibidores
de proteinases cisteinicas e serinicas testados, nem tampou-
co foi ativada por cisteina e DTT (TABELA 3). O unico inibi-
dor capaz de anular completamente a atividade da fracgao PII
foi pepstatina, um inibidor de origem microbiana especifico
para proteinases asparticas (STOREY & WAGNER, 1986).Este fa-
to, juntamente com os dados da FIGURA 6, mostrando ser o PpH
6timo para a atividade da fragdo PII de 3,5, sugere a presen
ca de proteinases asparticas nesta fracao.

A temperatura 6tima de 55°C (FIGURA 4) encontrada pa

ra o homogenato intestinal de Z. subfasciatus, hidrolizando

azo-caseina, foi semelhante aquelas apresentadas pelas pro-
teinases do bruguideo C. maculatus (CAMPOS et al., submetido
para publicagdo) e de Pterostichus melanarius (GOODING &
HUANG, 1969).

O peso molecular da fracdo proteolitica presente no

homogenato intestinal de Z. subfasciatus foi estimado por

cromatografia de exclusdo molecular como sendo de aproxima-
damente 31000 (FIGURA 2) assemelhando-se aos pesos molecula-
res das proteinases de C. maculatus e A. obtectus (CAMPOS et
al., submetido para publicacdo; WIEMAN, 1986).

Os dados apresentados na TABELA 6, mostram gue Z.
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subfasciatus € capaz de se desenvolver igualmente bem em

cultivares de V. unguiculata resistentes e suscetiveis ao

ataque do brugquideo C. maculatus. Neste ponto, € tentador su

gerir gue o desenvolvimento de Z. subfasciatus em sementes

resistentes a C. maculatus pode ser devido a presenca de

proteinases asparticas, uma vez gque C. maculatus parece pos-
suir apenas proteinases cisteinicas (CAMPOS submetido para
publicacdo) (Ver também a FIGURA 8). Como conseguéncia desta
sugestdo poderia se inferir também que o fator responsavel
pela resisténcia das cultivares IT81D 1045, IT81D 1064 e TVu
2027 a C. maculatus seria de natureza proteica. Este fator
tanto poderia ser um inibidor de proteinases cisteinicas co-
mo uma proteina que de alguma maneira afetaria a digestdo de
proteinas em C. maculatus, ou ambos.

De acordo com a FIGURA 9, a temperatura otima de en-
saio determinada para a atividade amiladsica -foi de 55°C. Ami
lase com temperatura otima de ensaio também elevada (50°)

foi observado por TERRA et al. (1977) em Rhyncosciara americana.

A curva de pH versus atividade amildsica (FIGURA 10) mostra
pHs o6timgs de 4,5 para a fragcdo AI e de 5,0 para a fracao
AII. Estes valores concordam com o pH Stimo obtido para as alfa-
amilases de outros coledpteros: pH 5,3-5,8 para C. maculatus
(CAMPOS et al., submetido para publicagdo); pH 5,2-5,4 para
C. chinensis (PODOLER & APPLEBAUM, 1971b); pH 5,8 para Tene-
brio molitor (APPLEBAUM et al., 1961); pH 5,0 para Sitophilus

granarius e pH 4,75 para S. zeamais (BAKER, 1983).

Os estudos sobre os efeitos dos ativadores e inibi-
dores de atividades amildsicas contidas nas fracgdes AI e ATI
sugerem gue a atividade presente na primeira fracdo € aparen
temente do tipo beta-amildsica e a atividade presente na se-
gunda fracdo é aparentemente do tipo alfa-amilasica, muito
embora a natureza beta-amildsica da fragcdo AI Hao tenha sido
conclusivamente demonstrada. E interessante ressaltar o bai
X0 peso molecular encontrado para a alfa-amilase de Z.

subfasciatus (28000) com relagcido aos das outras alfa-amilases

de insetos que, em geral, estd@o situados na faixa entre
45000 a 58000 (APPLEBAUM, 1985). A alfa-amilase de Z.
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subfasciatus parece ser assim a alfa-amilase de menor peso

molecular ja& detectada em insetos. Muitas das propriedades
da atividade amildsica presente na fragdo AII, tais como ati
vagao por Ca+2 (TABELA 4), inibicdo por EDTA (TABELA 4), es-
tabilidade contra inativacdo térmica em presenca de NaCl e
CaCl2 (FIGURA 11) foram semelhantes agquelas encontradas para
alfa-amilases de outras espécies de insetos (TERRA et al.,
1977; BAKER, 1983; CAMPOS et al, submetido para publicacgéo).
Ndo se encontrou na literatura trabalhos que informassem oOs
pesos moleculares de beta-amilases de insetos para que pudes
sem ser confrontados com o agui obtido para a beta-amilase

de Z. subfasciatus (55000). O unico trabalho na  literatura

demonstrando a presenca de beta-amilase em . inseto foi aque-
le realizado por WEBER et al. (1985) em Phoracantha semipunctata.

Tal como no caso dos inibidores de proteinases, uma
das funcdes sugeridas para os inibidores de alfa-amilases em
plantas é o de protegdo contra o ataque de insetos (XAVIER-
FILHO & CAMPOS, 1984). Como Z. subfasciatus € um predador de

sementes do género Phaseolus, seria de se esperar gue OS ini
bidores de alfa-amilase presentes em espécies deste género
nao afetassem a atividade das alfa-amilases destes insetos.
No entanto, os dados apresentados na TABELA 5 mostram que es
ta hipotese parece ndo ser correta, uma vez gue um inibidor

de alfa-amilase isolado de Phaseolus vulgaris (variedade

Rico 23) inibe completamente a atividade da fracdo AII. Evi-
dentemente, existe a possibilidade de que esta inibigae nao

ocorra in vivo. Contudo, mesmo gue a inibigdo ocorra in vivo

& de se esperar que a atividade amildsica da fragao AI (apa-
rentemente do tipo beta-amildsica) seja suficiente para for-
necer as unidades glicosidicas requeridas para o crescimento
e desenvolvimento das larvas. Dessa forma, a presenga desta

atividade beta-amiléasica em larvas de Z. subfasciatus parece

ser uma estratégia evoluciondria adotada pelo inseto para
contrabalancar a presenga de inibidores de alfa-amilase nas

sementes que sdc predadas por ele.



6 - CONCLUSOES

1. Larvas de Zabrotes subfasciatus se utilizam, para

digerirem as proteinas de sementes de Vigna unguiculata, de

pelo menos dois tipos de enzimas de classes mecanisticas di-

ferentes, proteinases cisteinicas e proteinases asparticas.

2. Larvas de Z. subfasciatus se utilizam de pelo me-

nos um tipo de alfa-amilase e de pelo menos um tipo de beta-
amilase para digerirem o amido presente nas sementes de V.

unguiculata.

3. Larvas de Z. subfasciatus se desenvolvem normal-

mente em variedades de V. unguiculata resistentes e susceti-

veis ao bruguideo Callosobruchus maculatus. Sugere-se gue ©

desenvolvimento de Z. subfasciatus em sementes resistentes a

C. maculgtus pode ser devida a presenca de proteinases aspar

ticas em suas larvas.
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