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Esta dissertação foi apresentada como parte dos re-
quisitos necessários à obtenção do Grau de Mestre em Bioquí-
mica, outorgado pela Universidade Federal do Ceará, e encon-
tra-se à disposição dos interessados na Biblioteca Central
da referida Un iversidade.

A transcrição de qualquer trecho desta tese é permi-
tida, desde que seja feita de acordo com as normas da ética
ci ent fí i ca.
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Uma proteinase aspártica com características seme-

Ihantes às de catepsina D, como alta reatividade contra he-

moglobina em comparação à albumina sérica bovina e um pH óti

mo de hidrólise de hemoglobina igual a 3,3,foi isolada a

partir de homogenatos intestinais das larvas de Ca1iosobruchús

maculatus através de cromatografia de exclusão molecular em

Sephadex G-75 seguida por cromatografi a de troca iônica em

CM-Sepharose. Ficou demonstrado que togo no passo de filtra-

cão em ge1 as proteinases aspárttcas foram parcialmente sepa

radas das proteinases cisteínicas que também estão presen-

tes no intestino-médi o das larvas de C. mdculatus (KITCH &

MURDOCK, 1986; CAMPOS et a1., 1989). O peso molecular da pró

teinase aspârtica isolada foi estimada através de filtração

em gel como sendo de 62.000D, embora tenham sido observadas

evidências de coffiplexaçao da enzima com proteínas ou peptf-
deos i nativos.

Os níveis de proteinases aspárticas e cistefnicas di

gestivas das larvas de C. maculatus e de Zabrotes subfasciatus
difenram cons i derave Imente . As larvas de Z. subfasciatus

apresentaram 4,4 vezes mais proteinases sensíveis a pepstatj^
na e 2,1 vezes mais proteinases sensíveis a E-64 do que as
larvas de C. maculatus. Estes resultados estão de acordo com

as atividades hemoglobi nas i ca e azocaseinásica específicas,
pois as larvas de Z. subfasciatus apresentaram 3,8 vezes mais
atividade hemoglobi nas i ca e 1,7 vezes mais atividade azoca-
seinásica do que as larvas de C. maculatus.

A distribuição das at'ividades hemogl obi nas i ca e azo-
caseinásica não se mostrou uniforme ao longo dos intestinos-
médios das larvas de C. maculatus e Z. subfasciatus, sendo

ambas as atividades mais altas na região média dos intesti-
nos-médios das larvas dos dois carunchos. Os valores de pH

também variam ao longo dos intestinos-médios larvais, sendo

xi v
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a região média a mais ácida, a região proximal a mais alcali
na e a região distai com valores intermediários de pH em re-
lação às outras duas regiões.
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An aspartic proteinase with characteristics similar
to cathepsin D, with higher activity against hemoglobin in
co ni par i son to bovine serum albuiiiin and niaximal hydrolysis of
hemoglobin at pH 3.3, was isolated from midgut homogenates
of larvae of C a l los pbr yc h u s ma c u l a t u s through gel filtration
on Sephadex G-75 followed by 1on exchange chromatography on
CM-Sepharose. It was demonstrated that the aspartic
proteinase was partially separated from the cysteine
proteinases, which were known to be present in the larval
midgut of C. maculatus (KITCH & MURDOCK, 1986; CAMPOS et al. ,
1989), in the first step of pur ification, e.g., the ge1
filtration step. The molecular weight of the aspartic
proteinase was estimated by ge1 filtration as being 62.000D
although some evidence of complex formation between the
enzyme and inactive proteins or peptides was observed.

The levels of digestive aspartic and cysteine
proteinases in larvae of C. maculatus and Zabrotes subfasciatus
differed significantly. Larvae of Z. subfasciatus contained
4.4 times more pepstatin-sensi ti vê proteinases and 2.1 times
more E-64 sensitive proteinases than larvae of C. macu1atus.
These results are in accord with the hemoglobinolytic and
azocaseino1yt1c specific activities, as the larvae of Z.
subfasciatus showed 3.8 times more hemoglobin hydrolysing
activity and 1.7 times more azocasein hydrolysing activity
than larvae of C. maculatus.

The distribution of the hemoglobin and azocasein
hydrolysing activites along the larval midguts of C. maculatus
and Z. subfasciatus was not uniforffi, both the activities are highest in
the middle region of the larval midguts of the two insects.
The pH values also differed along the larval midguts; the
middle region of the midguts was the most acidic, the
proximal region was the most alkaline and the distal region
had intermediary values in relation to the other two regions.
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Estima-se que na virada do século haverá cerca de 6
bilhões de habitantes no planeta, e para que seja mantido o
inesmo m'vel de nutrição dos dias de hoje será necessário du-
plicar o suprimento de proteínas vegetais e quadruplicar a
oferta de proteínas de origem anima] (GATEHOUSE, 1984). Se
considerarmos que esse aumento na oferta de proteínas de ori
gem animal será muito difícil de ser alcançado,principa1men
te nos países do Terceiro Mundo, então é de se esperar que
as proteínas de origem vegetal venham desempenhar um papel
ainda mais importante que atualmente, participando com bem
niais frequência na composição das dietas de seres humanos.

Nesse contexto destaca-se uma das maiores famílias
de fanerógamas, a famflia Leguminosae, uma das mais importan
tes sob o ponto de vista económico por prover um grande nume
ro de espécies úteis ao homem, seja como forrageiras, para
fins industriais ou para o consumo de suas sementes como a1i
mento (HEYWOOD, 1971).

Em termos de teor em proteínas, os grãos de legumino
sãs representai)! uma fonte de inestimável valor, contendo de
20 a 25% dos seus pesos secos na forma dessç nutriente
(GATUIOUSE, 1984). As proLeínas das seinentes de leguminosas,
entretanto, são consideradas de qualidade nutncional infe-
nor as proteínas de origem anima) (SALES & RODRIGUEZ, 1988).
Em conjunto elas são deficientes nos arninoác-idos sulfurados
metionina e cisteína (GATEHOUSE, 1984; SALES & RODRIGUEZ, 1988)
e apesar de suas globulinas de reserva representarem uma ri-
ca fonte de proteínas dietéticas, as sementes apresentam tam
.bem algumas proteínas consideradas fatores anti nutricionais,
como, por exemplo, as lectinas, os imbidores de proteinases
e as proteínas atergênicas (GATEHOUSE, 1984; XAVIER-FILHO &
VENTURA, 1988; PUSZTAI, 1989). A combinação com cereais e o
tratamento térmico eliminam, porém, estas desvantagens resuj^
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tando em dietas com alto valor nutncional (SALES & RODRIGUEZ,
1988) .

O consumo dos grãos de leguminosas, no entanto, é
restringido em virtude das perdas provocadas por coleõpteros
pertencentes à família Bruchidae (SOUTHGATE, 1979). Além do
homem, só os bruqufdeos conseguem explorar as sementes de lê
giiininosas ex t.ens i vaiiien lê , contrastando com a in a io r parte dos
grupos am in ais que se utilizam de protein ases ser í nicas para
digerir as proteTnas de suas dietas, como as aves, os mamffe
rose os próprios inset os (NIELSEN, 1988).

O homem suplantou os efeitos tóxicos das proteínas
de legumes através da cocção comum, de modo que suas protei
nases digestivas agem sobre as proteínas já desnaturadas. Com
respeito aos bruqufdeos, no entanto, a maneira como estes in
setos digerem as proteínas em estado nativo e como conseguem
suplantar os efeitos das proteínas potencialmente tóxicas
das suas sementes hospedeiras ainda não está totalmente es-
ciar- P c i da. N 3 lit c r'a t ur a ene o n tr aid- se alguns resultados d i s -
crepantes em relação à capacidade dos bruguideos em lidar com
certas proteínas potencialmente toxicas de legumes, e há tam
bem algumas d iscrepânci as com respeito à presença e aos ti-
pôs de proteinases digestivas utilizadas pêlos bruquídeos.

O estudo das p rote i n ases digestivas de bruquideos
além de ter um grande interesse do ponto de vista da fisiolo^
gia comparada, como, por exemplo, a comparação destas enzi-
ni a s c o ID as prote i n ase s utilizadas na Kiob i l i zação das pró te í -
nas das sementes durante a germinação, e a própria digestão
das proteínas das sementes de leguminosas por proteinases de
mamíferos, ë interessante também sob a perspectiva de reve-
1a r um alvo vulnerável na fis1o'1ogia destes insetos que po-
dera orientar prograinas de melhoramento genético visando a
produção de grãos resistentes ao ataque de bruquideos, ou,
por outro lado, fornecer informações que levem ao entendimej^
tu dos niecan i siiios de resistência observados edi algumas cu l ti
vares de espécies agronómicas, onde acredita-se que há o en-
volvi mento de proteínas tóxicas.
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1.1 - O Feijão-de-corda e sua Importância Social e Económica

O feijão-de-corda, Vigna unguiculata (L.) Wa1p., tam
bem chamado de feijão macassar ou caupi, é uma leguminosa co
mestfvel dotada de alta rusticidade e que se adaptou bem às

/

condições brasileiras de dima e de solo. E cultivado pnnci
palmente por pequenos agricultores para a produção de grãos,
tratando-se de um alimento básico para as populações pobres
das regiões Norte e Nordeste do Brasil, bem como em regiões '
de outros países localizados nos trópicos e subtrópicos. es-
pecialmente no Sudeste dos Estados Unidos e Oeste e Centro
da Africa (SINGH & RACHIE, 1985). A Nigeria, o Brasil e o
Ni'ger são os maiores produtores, respondendo por mais de 70%
da produção mundial dessa cultura (JACKAI & DAOUST, 1986),
enquanto no Brasil o estado do Ceará ë o maior produtor (FREIRE-
FILHO, 1988).

O feijão-de-corda tem um elevado valor nutricional,
representando a principal e mais barata fonte de proteína
(cerca de 24%) para as populações de baixa renda do Norte e
Nordeste brasileiros, principalmente nas zonas rurais. Além
de proteínas, o feijão-de-corda também é uma boa fonte de
carboidratos (cerca de 55%), de cálcio (cerca de 80mg/100g),
de fósforo (cerca de 500mg/1OOg)e de ferro (de 3,04 a 7,83mg/100g)
(SALES & RODRIGUEZ, 1988). O consumo diário.do feijao-de-cor^
da faz parte dos hábitos alimentares do povo nordestino, prin^
cipalmente no interior, enquanto nas outras regiões do país,
o feijão mulatinho, Phaseolus vulgaris, é o mais consumido
(SALES & RODRIGUEZ, 1988). Alguns autores sugerem que o feijão-de-corda
possui propriedades nutricionais superiores às do feijão mu-
latinho (TEIXEIRA et al., 1988; SALES & RODRIGUEZ, 1988).

A espécie Vigna unguiculat^ originou-se nas regiões
de savana do Centro ou, mais provavelmente, do Oeste da Afrj_
ca (NG & MARECHAL, 1985) e da mesma forma que outras cultu-
rãs que se expandiram a partir do seu ponto de origem, atra-
vês da .dornestificação e cultivo pelo homem, essa espécie tor_
nou-se sujeita ao ataque por uma infinidade de insetos (JACKAI
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& DAOUST, 1986). Apesar da importância social e do potencial
econôimco que representa, a cultura do fe i jão-de-corda apre-
senta ainda baixos rendimentos médios. Além da maneira pouco

eficiente coin a qual vem sendo explorada, principalmente co-
mo cultura de subsistência, os ataques de inset, os que asso-
1am o feijão-de-corda em todos os estágios do seu eido bio-
lógico contribueiii cons •i derave Imente para o abaixamento da
produtividade da cultura, como evidenciado pela observação
de que ocorre aumentos drásticos na produção quando são fei-
tas aplicações de inseticidas (MARUI, 1984; JACKAI & DAOUST,
1986). Não bastassem as perdas no campo devidas aos ataques
de insetos às plantas e aos frutos, a cultura do feijão-de-
corda ainda está destinada a sofrer enormes danos causados

pela -infestação dos grãos já desenvolvidos e estocados por
u ID a série de br'u qu Ídeos .

^ - £^lJ-t^^.L!i£h-y-i l!JLâ.£.UJ-aJíJJ-s. ^. ZJJLL^IÊÍ SLibfasciatus, ^
P rncTp a i s P red adore s dos Çraos Ârmfzenados 3e VTgïïa
uji g u i cu l ata

^

^
"^—~

A infestação das vagens e sementes do feijâo-de-cor-
da pode começar no campo e eventualmente continuar durante a

estocagem dos grãos, dependendo da espécie de bruquídeo. A
infestação em condições de canipo é comparat-i vamente muito me
nor do que a observada quando os grãos estão estocados, isto
porque a infestação no campo é feita predominantemente por
espécies selvagens de bruquídeos que não se adaptam muito
bein às condições iiiipostas pela annazenagem dos grãos, e por
isso, raramente consegue in prolongar a infestação através de
gerações sucessivas (PREVETT, 1961; BOOKER,1967; WARUI, 1984).

Ao contrário das espécies "de campo" que não são ca-
p aZPs de causar' grandes danos ao? grãos estocados, as espé-
cies Z. subfasciatus, e principalmente C. macutatus se dês-
tacam como bruquídeos que apresentam através de muitos as-
pectos de sua biologia uma adaptação impressionante para in-
festar e consumir os grãos de V. ungu^culat^, quando estes
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se encontram secos e estocados, embora ambas as espécies se-
jam hábeis para infestar os seus hospedeiros no campo.

De longe C. maculatus é a mais importante peste dos
grãos armazencKJos de V. ungu1cu1ata. Essa espécie de bruquí-
deo ocorre onde quer que a cultura do feijão-de-corda seja
explorado e frequentemente infesta de 50 a 100% dos grãos en
t r P 3 e 5 meses sob condições ordinárias de e s focagem (JACKAI
& ÜAÜUST, 1984; SANTOS et al., 1988) Somente na Nigéna, on
de os estragos causados por C. maculatus em grãos de V. un-
guiculata f o ra 111 estudados em mercados por um período de oito
anos, ficou estimado que as perdas chegavam a 30.000 tonela-
das anuais (JACKAI & DAOUST, 1986). As perdas económicas de-
vidas à redução na qualidade do grão e no potencial de germi
nação das sementes se tomam ainda mais importantes que a
mera perda em t er IDOS de massa. Os grãos com evidências de in
festação são geralmente mal aceitos pêlos consumidores, o
que leva a uma redução considerável no seu valor comercial,
co iii o confinnado por uiiia avaliação feita no Ceará, onde ficou
deinonstrado que pa r-a um índice de 5% de injuria devida à in-
fés tacão por C. 111 aculatus, correspondeu a uma redução de 53%
no valor comercial do produto (BASTOS, 1973). A redução do
potencial de germinação das sementes de V. unguiculata está
d i r i-* l. <1 DI P n t. e r- r l .1 c i o 11 ti d a <i o g r- a 11 (l n i o f f1 s t; a ç d o p c lo c ar u ne h o ,
chegando a 100% eio se in entes com mais de 4 f u r-os indicativos
da emergência de adultos do inseto (SOUTHGATE, 1979; SANTOS
eL al., 1988).

Callosobr'uhcus rnaculatus apresenta dimorfismo no e s -
tag i o imaginai, as chamadas forma "ativa", dispersante, e
forma "normal", sedentária. Essas duas formas diferem não só
nos seus caracteres morfológicos, os quais são usados para
identificá-las, mas tain b em nas suas características fisloló-

gicas e comport amenta'i s (SANO-FUJII, 1984). A forma ativa e^
(d iu1iipt.ad a n dispersão P a v i v (?r' cm condições dp campo, R n-
quanta a forma nor m al estâbem adaptada à sua função de con-
sumir grãos estocados (SANTOS, 1971; SOUTHGATE, 1979; SANO-
FUJII, 1984, 1986).

A infestação de V. unguiculata no campa pode ocorrer
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por ambas as formas. Embora o grau de infestação seja geral-
mente pequeno em safras recém-colhl das, a alta fecundidade e
o curto tempo de cada geração da forma normal levam a um rá-
p-ido aumento da população dos insetos e dos estragos que eles
causam (JACKAI & DAOUST, 1986). A forma ativa é rara, só de-
senvo1vendo-se em condições especiais, enquanto a forma nor-
ma1 ou sedentária é a forma comum, que se alastra com muita
facilidade. E a forma normal a responsável direta pêlos gra-
vês danos nos grãos armazenados, e será em relação a esta
forma que vou sempre me referir de agora em diante pelo nome
específico de Callosobruchus maculatus simplesmente.

A espécie Ca 11osobruchus macuiatus foi descrita pela

primeira vez em 1775 por Fabric-ius, sob o nome específico de
Bruchus quadrimacu1atus, e na ocasião o autor atribuiu sua
origem ao continente americano, hoje porém, C. maculatus é
considerado como origináno do Velho Mundo, provavelmente da
Africa (DOMENICHINI, 1951).

Os adultos de C. maculatus medem aproximadamente 3mm
de comprimento; a cor básica dos élitros varia de testáceo a
preto com três manchas escuras bem definidas; a cor do pigi-
deo da fêmea varia de marrom a preto, com uma f-ina linha de
pubescênda seguindo a linha central (SANTOS, 1971). O eido
biológico da espécie segue os mesmos passos básicos dos ou-
tros bruquideos. A fêmea deposita os ovos individualmente só
bre a superfície das sementes, ou mais raramente nas vagens
(DICK & CREDLAND, 1984; MESSINA, 1984). A larva quando edo-
de penetra através do tegumento e alcança o cotilédone, no
interior do qual e1a irá se desenvolver ao longo de mais três
instares larvais, sempre escavando um túnel até alcançar o
instar característico de pré-pupa e depois o de pupa. Antes
de passar a pré-pupa a larva do 4^ instar erode a superfície
interna do tegumento preparando a janela pupal de forma cir-
cu1ar através da qual o adulto emergirá com facilidade
(DOMENICHINI, 1951; HOWE & CURRIE, 1964). A copulação pode
ocorrer dentro de poucos minutos após a emergência e a fêmea
fecundada pode ovipositar dentro de uma hora (CREDLAND, 1987).
Os adultos não possuem aparelho bucal funcional e normalmen-

"s

'I
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te não vivem muito, tendo como principal função a cópula e a
postura dos ovos (REDDEN et a1., 1983). A duração dos 1'nsta-
rés pré-imaginais varia de acordo com as condições físicas
do ambiente, do substrato e das raças geográficas da espécie
(HOME & CURRIE, 1954; DICK & CREDLAND, 1984). Em caso de se-
mentes suscetíveis de V. unguiculata a emergência pode ocor-
rer por volta de 30 dias após a oviposição. A temperatura óti
ma para o desenvolvimento de C. maculatus está próxima a
30°C, e segundo DICK & CREDLAND (1984) outros fatores, ta1
como umidade, são de menor importância, desde que não este-
jam nos seus extremos.

Como uma espécie predadora de grãos C. maculatus foi
e continua sendo transportado através do comércio para diver
sãs regiões do mundo, resultando numa distribuição muito ex-
tensa e descontínua. Nestas condições era de se esperar que
a espécie desenvolvesse populações adaptadas às condições lo
cais com ótimos e limites de tolerância ajustados às diferen
tes condições encontradas, dando origem às chamadas raças
geográficas ou ecótipos (ODUM, 1985). Apesar do grande nume-
ro de trabalhos feitos sobre facetas da biologia de C. macu-
latus, a desconsideração da variabilidade que a espécie apre^
senta levou a resultados ambíguos ou divergentes sobre um
único aspecto ou parâmetro de sua biologia (DICK & CREDLAND,
1984). As diferenças em aspectos importantes da biologia en-
tre raças às vezes são tão significativas, .que se toma in-
conveniente referir C. maculatus como uma espécie uniforme,
o mais apropriado sendo sempre mencionar a origem da colónia
com a qual se está pesquisando (CREDLAND, 1986).

A importância de se considerar as diferenças entre
raças geográficas de C. maculatus foi posta em evidência com
os resultados de REDDEN et a1. (1983), DICK & CREDLAND (1984,
1096 a,b), CREDLAND (1986, 1987), CREDLAND et al. (1986) e
CREDLAND & DICK (1987). Estes autores trabalharam com popula-
coes coletadas em áreas geográficas bastante distanciadas, e
que foram referidas como "Campinas", coletada em sementes de
V. unguiculata no Brasil, "Yemen", coletada a partir de se-
mentes de Lens esculenta na Republica Árabe do Yemen e "IITA",
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obtida de colónias mantidas sobre sementes de V. unguiculata
no Instituto Internacional de Agricultura Tropical, na Nigé-
ria (REDDEN et a1., 1983; DICK & CREDLAND, 1984).

As três raças diferiram em características bionômi-
cãs básicas como o período de desenvolvimento e a produção
de ovos. Enquanto as fêmeas das raças do Yemen e do Brasil
apresentaram uma postura média de 40 ovos, quando confinadas
sobre uma única semente de V. ungu1cu1ata, a raça nigeriana
foi capaz de pôr uma média de 75 ovos nas mesmas condições
(DICK & CREDLAND, 1984). Em termos de produção de adultos a
raça "Yemen" se mostrou muito inferior às outras duas raças,
apresentando também o mais longo período de desenvolvimento,
o que foi relacionado ao fato dos adultos desta raça apresen
tarem mais do dobro do peso fresco das outras duas raças, e
suas larvas consumirem cerca de duas a três vezes mais con-

teüdo da semente (DICK & CREDLAND, 1984; CREDLAND & DICK,1987).
Trabalhando com as raças "IITA" e "Campinas", REDDEN

e't 'a 1. (1983) mostraram que estas duas raças diferiam quanto
a sua capacidade de se desenvolver em sementes de uma cu1ti-
var resistente obtida na nigéria, a cultivar TVu 2027. En-
quanta a raça nigeriana apresentou um índice de 41% de sobre^
vivência nas sementes de TVu 2027, a raça brasileira foi bem
mais afetada, apresentando somente 11% de sobrevivência. Pôs
teriormente DICK & CREDLAND (1986a), ut-ilizando além dessas
duas raças, a raça proveniente do Yemen, mçstraram que as
três raças diferiam entre si quanto aos parâmetros medidos
relacionados à antibiose associada às sementes de TVu 2027.

A raça "Campinas" teve um índice de sobrevivência de 9.3%,
um índice bem abaixo daqueles apresentados pelas outra?, '
raças, que não diferiram significantemente entre si (63/o ,
ra a raça "Yemen" e 70,8% para a raça "IITA").

Além da espécie V. unguiculata, que é considerada a
hospedeira primária de C. maculatus, há vários registros na
literatura de outras espécies de legumes que são infestadas
e nas quais as larvas desse bruquideo conseguem se desenvol-
ver. Na maioria das vezes trata-se de legumes que foram do-
mesticados e são hoje cultivados e estocados pelo homem.
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JANZEN (1977) compilou um numero em tomo de 35 espécies de
leguminosas onde as larvas de C. maculatus conseguem se de-
senvolver, embora o próprio JANZEN (1977) tenha considerado
esse numero como superestimado em virtude de registros equi-
vocados que ocorreram no passado. WASSERMAN (1986) cita que
pelo menos 13 espécies de leguminosas, di stri bui'das em 9 gê-
neros pertencentes às tribos Vicieae e Phasedeae, são ata-
cadas por C. iiiaculatus.

Vários estudos foram feitos comparando-se o desenvol
vimento de C. maculatus em seu hospedeiro pnmáno e em es-
pécies que são utilizadas como hospedeiros secundários, e
até espécies selvagens foram testadas em laboratório para in
vestigação da capacidade de C. maculatus em suportar a mudan
ca de hospedeiro. HOWE & CURRIE (1964), por exemplo, compara
ram o desenov1 vi mento de C. maculatus em dez leguminosas cu1

\tivadas e conclufram que em somente duas espécies, vigna
radiata (= Phaseolus aureus) e V. mungo (= Phaseolus mungo),
o bruquídeo se desenvolveu dentro de parâmetros comparáveis
aos de diversas variedades de V. unguiculata usadas. BOOKER
(1967) cita que de 5 espécies, além de V. unguiculata, nas
quais C. maculatus era criado no laboratório de Samaru, ape-
nas uma, V. radiata, se mostrou como dieta satisfatória. Nas
demais espécies ocorria extensão do período de desenvolvi-
mento e uma alta mortalidade 1arva1. CHANDRAKANTHA & MATHAVAN
(1986) estudaram o desempenho em termos de .ve1ocidade de dê-
senvolvimento e aumento em biomassa de C. maudatus infes-

tando sementes de V. unguiculata, V. radlata e Dolichos lablab.
Esses autores mostraram que o tempo de desenvolvimento do inseto em
sementes de V. unguiculata e V. radiata não diferiu signifi-
cativamente, porém o peso final de C. maculatus em sementes
de V. unguiculata foi 62% maior do que o alcançado em semen-
tes de V. radiata, enquanto nas sementes de D. lab1ab o tenn
po de desenvolvimento foi dobrado e o aumento em biomassa
foi bem menor do que nas duas espécies de Vigna^.

Um estudo dos efeitos da mudança de hospedeiro em dj^
ferentes raças de C. maculatus foi feito por CREDLAND (1987).
E1e usou uma raça or-iunda da Turquia que foi coletada e man-
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tida sempre em sementes de Lens esculenta, e comparou o de-
senvotvimento dela com a raça "Campinas" ao longo de nove ge^
rações, tanto em sementes de L. esculenta como em sementes
de V. unguiculata. Foi observado que apesar da raça turca
ter se mostrado bem adaptada a viver em lentilhas, e1a não
perdeu a capacidade de se desenvolver em sementes de V^ un-
guiuclata, pois em somente duas gerações a raça turca apre-
sentou parâmetros de desenvolvimento semelhantes aos da raça
"Campinas". 0 mais interessante foi a observação de que a ca
pacidade de utilizar lentilhas diminuiu progressivamente ao
longo das gerações, de 84% de emergência na primeira geração
para 53 e 55% na oitava e nona gerações respectivamente, en-
quanto o período de desenvolvimento quase duplicou entre a
primeira e a nona geração. O desempenho das larvas da raça
"Campinas" em sementes de lentilha foi tão mau que não foi
possível fazer os estudos além da primeira geração. Já o de-
senvolvimento das raças da Turquia e de Campinas foi seme-
Ihante em sementes de V. ungudcu 1 ata.

O fato de C. maculatus se desenvolver em um numero

relativamente grande de espécies de leguminosas levou alguns
autores a referirem C. maculatus como uma espécie generalis-
ta (BIRCH ^t al., 1986; SIMMONDS et al., 1989). No entanto,
to essa asserção desconsidera pontos muito -importantes, como
o fato de quase a totalidade das espécies de legumes testa-
das se tratar de plantas cultivadas e que m^smo assim o de-
senvol vimento do caruncho não é nada bom. Como expressou JANZEN
(1977) "é tentador sugerir que a razão pela qual C. maculatus
consegue se desenvolver num grande número de espécies (e gê-
neros) de legumes usados para o consumo humano é que os ho-
mens selecionaram sementes com baixos teores de compostos se
cundários, e não porque C. maculatus tenha uma habilidade
excepcional para lidar com as defesas químicas das sementes".
Um exemplo disso foi dado pelo próprio JANZEN (1977) com o
caso das sementes de Phaseolus lunatus, que em estado se1va-
gem apresenta de 2 a 3% do seu peso seco na forma do glicose
deo cianogênico, linamanna, e nas quais as larvas de C.
maculatus morrem logo ao entrar em contato com os cotilédo-
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nes; em sementes desse legume estocadas no comércio há somen
te traços, ou mesmo ausência de linamarina, e nessas semen-
tes C. maculatus consegue se desenvolver, mesmo que não mui-
to satisfatoriamente.

E claro que não está exclufda a possibilidade de C.
maculatus infestar espécies selvagens de leguiíiinosas, pois
como mostrou JANZEN (1977), de 63 espécies de legumes se1va-
gens que e1e estudou e que ocorrem na área de distribuição
de C. maculatus, em somente uma delas, Rhynchosia calycosa,
o c.1runcho conspguiu se desenvo l vfr- de ovo a Rdiergência de
adultos. Porém não basta ser capaz de se desenvolver nas se-
mentes de determinada espécie para passar a utiiizar esta es
pécie como hospedeiro regular. No caso de R. calycosa, JANZEN
(1977) argumentou que seriam necessárias mudanças no compor-
tamento exploratório do inseto, e que este se tomasse capaz
de tolerar o microhabitat ocupado peto novo hospedeiro. No
entanto, a utilização de outras sementes na lista de hospe-
deiros, mesmo que não envolva necessariamente ffiudanças brus-
cãs na biologia do inseto, não se dá de uma forma imediata,
como observado no caso de Z. subfasciatus em relação d V.
ungui cu 1 ata.

^
/-=:.

1.3 - Zabrotes subfasciatus, um predador secundário das s e-
mentes de V. unguiculata

•^
<s^

„-

Z. subfasciatus ë uma espécie menor do que C. fflacu^-
1atus, medindo de 1,8 a 2,5rnm de comprimento e apresentando
um acentuado dimorfismo sexual, onde a fêmea, que é maior do
que o macho, apresenta duas manchas brancas nos élitros e o
macho apresenta uma cor marrom pubescente uniforme (HOWE &
CURRIE, 1964). O seu eido biológico é semelhante ao de C.
maculatus, inclusive com evidências de variações interraciais
(MEIK & DOBIE, 1986). Em estado selvagem Z^ subfasciatus in-
festa sementes de P. lunatus (JANZEN, 1980; JOHNSON, 1981),
que é considerado um reservatório uti1izadope1o bruqufdeo

1/
.»
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para se manter nos intervalos de intersafras nos quais não
há plantações disponíveis do seu hospedeiro preferido, P.
vulgaris (PIMBERT, 1985).

A espécie Z. subfasciatus é onginária do Novo Mundo
(America Central e do Su1), onde é considerada especialista
em relação aos legumes P. vjjj^a^ri^ e P . 1 unatus , tanto em
condições de campo como nos grãos estocados, consti tu indo-se
numa séria peste dessas culturas (60LOB & KILMINSTER, 1982;
PIMBERT, 1985; MEIK & DOBIE, 1986). Como predador de grãos
estocados, Z. subfasciatus tem sido introduzido através do
comércio em muitos países onde ocasionalmente tem atacado ou
tros legumes, e entre eles V. unguiculata está incluída (MEIK
& DOBIE, 1986). No entanto, como ocorre com C. maculatus, Z.
subfasciatus não utiliza outras espécies tão intensamente co
mo os seus hospedeiros naturai.s. Exceçao feita à infestação
de se in entes tanto de Phaseolus spp. quanto de V. unguiculata
em Uganda, onde Z. subfasciatus se tomou a peste mais comum
dessas culturas (MEIK & DOBIE, 1986), não há registros de Z.
subsfasciatus causando sérios danos a sementes de V. un^guj^-
culata em outros locais.

O fato de Z. subfasciatus não infestar mais intensa-
mente as sementes de V_ unguiculata é intrigante, pois além
desta espécie de bruquídeo ocorrer siffipatricamente com o fei
jao-de-corda, e1a é plenamente capaz de se desenvolver nas
sementes desse legume, como foi comprovado,por MEIK & DOBIE
(1986), os quais trabalhando coni populações de Z. subfasciatus
coletadas a partir de sementes de P. vulgaris e \1 . un gui cu-
tatá mostraram que não havia diferença no desenvolvimento de
ambas as populações nas duas espécies de legumes.

1.4-0 Problema da Resistência de V. ungu1cu1ata à C. maculatus

'••••

-^^
l.

Fazendo um retrospecto, à 1uz dos dados que dispomos
atuatmente, é intrigante o fato de que as investigações so-
bre o conjunto V. unguiculata - C. macu1atus tenham levado a
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enganos, tanto com relação ao bruqufdeo quanto co ni relação à
seinente. Isto levou ao estabe 1 ec i inento de verdadeiros dogmas
na literatura especializada com relação à capacidade dos ini
bidores de tripsina em inibir o desenvolvimento de bruquf-
deos .

Esses enganos começaram com a primeira investigação
sobre pr-oteases digestivas de bruquideos realizada por
APPLEBAUM (1964) na qual foram usadas duas espécies: Ca11o-
sobruchus chinensis e Acanthosceli dês obtectus. Neste estudo
e1e concluiu que ainbas as espécies de bruqufdeos apresentavam
baixíssima atividade proteo1ftica, quando comparada à ati-
vidade das enzimas tripsina e quimiotnpsina e com o homoge-
nato intestinal do besouro Tenebrio molitor (Tenebrionidae),
o que o levou a sugerir a hipótese de que os bruquideos de-
viam ter perdido suas proteases digestivas, apresentando so-
mente uma atividade residual, que aliada às proteases e aos
peptfdeos e aminoácidos endógenos das sementes seriam os rés
po n sáveis pelo fornecimento de aminoácidos para o desenvolvi
mento larval. Segundo APPLEBAUM (1964) a perda das protea-
sés digestivas dos bruquídeos seria uma adaptação imposta
pelas altas concentrações de inibidores de tn ps i na nas se-
mentes de leguminosas.

A hipótese de APPLEBAUM (1964) foi bem aceita e re-
sultados posteriores mostrando que os inibidores de tripsi-
na não tinham efeito sobre as larvas de C..macu1atus eram in
terpretados à luz desta hipótese, como, por exemplo, os re-
sultados obtidos por JANZEN et al. (1976, 1977). Ainda na de^
cada de 80 JANZEN cita o trabalho de APPLEBAUM (1964) para
justificar a capacidade dos bruquídeos ein infestar sementes
ricas em inibidores de tripsina (JANZEN, 1980) e para i1us-
trar a necessidade dos bruquídeos em se utilizar dos aminoá-
eidos das sementes por falta de proteases (JANZEN, 1981).

As ideias reinantes na literatura com relação à capa
cidade de inibidores de tnpsina em conferir resistência coji
tra bruquídeos começou a mudar na virada da década de 70 pa-
ra a década de 80. Pouco antes, entre 1974 e 1977, o banco
mundial de germoplasma de V. unguiculata foi avaliado para a



14

^

^,
?<<

^

^
é^"

resistência a C. maculatus no IITA, em Ibadan, Nigéria. So-
mente uma cultivar, TVu 2027, apresentou níveis satisfató-
rios de resistência (REDDEN et a1., 1983). Depois outras cu1
tivares foram obtidas a partir de TVu 2027 (SANTOS et a1.,
1988) .

Trabalhando com a cultivar TVu 2027, um grupo inglês
da Universidade de Durham atribuiu a resistência a C. macu-
1atus ao elevado nível de inibidor de tripsina encontrado na
cultivar nigeriana, cerca de 2 a 3 vezes mais do que nas cu1
tivares susceti'veis que eles utilizaram (GATEHOUSE et a1.,
1979). Neste trabalho de 1979 encontra-se o trecho "A inibi-
cão da atividade proteolftica tipo tripsina extraída das lar
vás de C. maculatus, pelo extrato de feijão-de-corda e pelo
inibidor purificado de feljão-de-corda foi observada em ex-
perimentos preliminares. Isso implica que a atividade anti-
metabólica do imbidor de tripsina é devida à inibição dire-
ta da proteõlise larval, e desta maneira da utilização de
proteínas". Ainda no inesiiio trabalho encontra-se o trecho: "Os
resultados também sugerem que o limiar no qual o inibidor se
torna tóxico para as larvas encontra-se entre 0,5 a 0,8%".

Num segundo trabalho, GATEHOUSE & BOULTER (1983) admi-
tem que a participação do inibidor de tnpsina é parcial e
em determinado trecho encontra-se o seguinte: "Estes resulta
dos mostraram que mesmo ao nível de 1,5% o inibidor de tnp-
sina de V. unguiculata é um antimetaból1 to cfetivo de C. ma-
culatus, apesar de que 10% de incorporação não inibiu o de-
senvolvimento de todas as larvas até o estágio de adultos".
Verifica-se que estes valores são muito maiores do que os }i
miares citados anteriormente (GATEHOUSE et a1., 1979).

A ideia da resistência da cultivar TVu 2027 ser de-
vida totalmente ou em parte ao inibidor de tripsina foi de
pronto aceita e amplamente divulgada na literatura especia1j_
zada (ver XAVIER-F1LHO et al., 1989). JANZEN, por exemplo,
que antes não considerava os inibidores de tnpsina como agen-
tes efetivos contra os bruquídeos, passou a exemplificar es-
sés compostos como agentes de defesa contra insetos citando
entre outros GATEHOUSE et al., 1979 (JANZEN et al., 1986).
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Só recentemente, após 20 anos do trabalho original
de GATEHOUSE e colaboradores, a ideia firmemente arraigada
na literatura de que o inibidor de tripsina é o responsável
pela resistência de algumas cultivares de V. unguiculata a
C. rnaculatus está sendo superada. De fato, novas descobertas
tanto do lado do bruqufdeo quanta do lado da semente excluem
a possibilidade do inibidor de tripsina de V. unguiculata
conferir resistência a C. maculatus, e provavelmente a qua1-
quer outro bruquídeo.

Do lado da semente ficou demonstrado que não há cor-
relação entre resistência e suscetibi 1 idade de diversas cu1-
t i vares de V. unguiculata a C. maculatus e os níveis encon-
trados de inibidores das proteinases sen''nicas quimiotnpsi-
na, subtilis-ina e tnpsina (BAKER et al., 1989; XAVIER-FILHO
et al., 1989) e de inibidores da proteinase cisteínica papai
na (BAKER et a1., 1989; XAVIER-FILHO et al., 1989).

Da parte do inseto avanços consideráveis foram alcan
çados superando os resultados de APPLEBAUM (1964), os quais
podem ser entendidos em face dele ter trabalhado sempre em
condições alcalinas de pH, condicionado pela ideia dominan-
te na época de que as proteinases digestivas de insetos de-
viam ser similares às de mamíferos, tripsina e quimiotnpsi-
na. Em contraste, XAVIER-FILHO & COELHO (1980) trabalhando
coin extrato de larvas de C. inaculatus demonstraram a existên
cia de atividades contra hemoglobina e azoçasefna com pHs
ótimos de 3,5 e 5,0 respectivamente. Posteriormente GATEHOUSE
et a1., (1985) confirmaram a presença de proteinases em in-
testinos-médios das larvas de C. maculatus. Em dará contra-
dição com sua sugestão antenor da existência de atividade
tipo tripsina em larvas de C. maculatys (GATEHOUSE et a 1.,
1979), a atividade proteo1 ft i ca do homogenato intestinal foi
caracterizada como sendo devida principalmente a uma protea-
se SH dependente, com pH ótimo de hidrólise entre 5,4 e 5,6
para vicilina e 5,6 para mioglobina, insensível aos i nib ido-
res de proteinases serínicas PMSF e TPCK, inibida pêlos ini-
bidores de proteinases cisteinicas leupeptina, pCMB, e pMCS
e ativada por DTT. Foram verificados também os efeitos de
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inl bi dores proteicos sobre as atividades contra mioglobina e
vicilina. O inibidor de tnpsina isolado de sementes de V.
unguicujata inibiu parcialmente, enquanto o inibi dor de pa-
pafna também isolado das sementes de V. unguiculata inibiu
cons ideravelmente a atividade proteolítica do hornogenato in-
test1na1 das larvas de C. maculatus. Neste trabalho GATEHOUSE
et al. (1985) não usaram nenhum inibidor de proteinases aspárti-
cãs durante a investigação da natureza da(s) protease(s) 1ar
vai, e mesmo após esses resultados continuaram considerando
o inibi dor de tripsina envolvido na resistência de V. ungui-
cu 1 ata à C. macu1atus.

KITCH & MURDOCK (1986) ampliaram a caracterização da
proteinase cistefnica das larvas de C. maculatus trabalhando
com o homogenato intestinal e com uma fraçao parcialmente p^
rificada. A atividade contra Hmethemog1 obina destas frações
foi inibida por ácido iodoacétlco, NEM, teupeptina, antipaf-
na e E-64, o qual foi efetivo em concentrações submicromola-
rés, e ativada por DTT, cistefna, glutatiâo e mercaptaeta"
no1. Também foi observada inibição da atividade hemog1ob1ná-
sica tanto do homogenato intestinal, quanto da fração par-
cialmente purificada por pepstatina, um inibidor considerado
específico para proteinases aspárticas (UMEZAWA, 1978; STOREY
& WAGNER, 1986). KITCH & MURDOCK não encontraram ev-idências
de proteinases tipo tripsina em intestino-médio das larvas
de C. maculatus, e também não expressaram -i.nteresse em veri-
ficar a presença de proteinases aspárticas, mesmo verifican-
do a inibição por pepstatina e por DAN (diazoaceti1 nor 1euci^
meti 1 éster).

CAMPOS et al. (1989) isolaram três frações proteolí-
ticas do homogenato intestinal de C. maculatus, todas três
elui'das num mesffio pico em Sephadex G-100, correspondendo a
um peso molecular de 25.000D e depois separadas por troca i^
nica ein DEAE-Celu 1ose. As três frações apresentaram caracte-
n'sticas de proteinases cisteTnicas, como pH ótimo para hi-
drólise de azocasefna entre 5,0 e 6,0, ativação por cistei'na
e DTT, e inibição pêlos compostos bloqueadores de grupos SH
ácido iodoacético, iodoacetamida, pCMB e E-64. As frações
isoladas não foram inibidas pelo inibidor de tripsina de se-
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mentes de V. unguiculata, porém foram fortemente inibidas por
cistatina e peto imbidor de papafna isolado de sementes de
V. ungui cu 1 ata. Este inibi dor, embora tenha se mostrado bas-
tante efetivo, se encontra presente numa concentração muito
baixa nas seinentes, cerca de 0,0001% por peso seco.

A falta de correlação entre resistência e suscetibi-
lidade e níveis dos diversos compostos até agora testados,
ao mesmo tempo que nega a sugestão de GATEHOUSE et a1. (1979)
1eva-nos à estaca zero quanto à questão de qual o fator (ou
fatores) que está envolvido na resistência observada em cer-
tas cultivares de V. unguiculata à C. maculatus. A observação
de que alguns adultos conseguem emergir de sementes resis-
tentes e de que é possfvel encontrar larvas diminutas, mas
ainda vivas vários dias após a infestação (observação pes-
soai) sugere que a resistência seja consequência de um efei-
to crónico. Experimentos preliminares mostraram que fracio-
nando a farinha da cultivar resistente IT 81D 1045, e incor-
parando em dietas senn artificiai s, a antibiose era observada
somente com a incorporação da fração G1obu1ina (XAVIER-FILHO
et a1., 1989).

Trabalhando com Z. subfasciatus LEMOS (1988) isolou
e caracterizou parcialmente uma proteinase aspártica ao lado
de proteinases cisteínicas em intestinos-médios desse bruqui'
deo. O fato de que Z. subfasciatus se desenvolve bem em cu1-
t-ivares de V. unguiculata resistentes a C..macuUtu^ (XAVIER-
FILHO et al., 1989) e o possível envolvimento de um fator
proteico no mecanismo da resistência levantam a seguinte
questão: a diferença em termos quantitativos e/ou qualitati-
vos das proteinases digestivas desses dois bruquídeos esta-
ria relacionada à capacidade de sobrepujar as defesas de
certas cultivares de V. unguiculata? Para responder esta quês-
tão é importante determinar as possfveis diferenças entre as
proteinases digestivas das duas espécies.

'a»-

-y^
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1.5- Objetivos

O objetivo deste trabalho de tese é verificar se as
larvas de C. maculatus possuem ou não proteinase aspártica
digestiva a exemplo de Z. subfasciatus, caso positivo, ven-
ficar se as diferentes proteinases digestivas nas duas espé-
cies se encontrai!) em concent-rações significantemente diferen
tes; propõe-se também a determinar a distribuição dessas pró

teinases e das condições de p H ao longo dos i n test i nos-médios
das duas espécies de bruqu'fdeos.
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Os insetos da espécie Ca11osobruchus maoulatus (Co-
leoptera : Bruchidae) utilizados neste trabalho foram obti-
dos de uma colónia mantida no Departamento de Bioquímica e
Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceará (UFC).
Esta colónia foi iniciada no ano de 1979 com insetos forneci
dos pelo Professor José Higino Ribeiro dos Santos do Centro
de Ciências Agrárias da UFC. Os insetos da espécie Zabrotes
subfasciatus (Coleoptera : Bruchidae) também foram coletados
de uma colónia mantida no mesmo Departamento. Esta colónia
foi iniciada em 1985 a partir de inset os fornecidos pelo Pró
fessor F.M. Wiencl) do Centro de Energia Nuclear na Agricul
tura, Piracicaba, São Pauto.

Sementes inaduras cie V 'i g na un gui ç u la^t a da cultivar
CE-31 (Pitiuba) usadas na manutenção das duas colónias foram
fornecidas pelo Centro de Ciências Agrárias da UFC.

Os principals materials utilizados e seus fabrican-
tes são listados a seguir.

Albumina sérica bovina, AIA, azocaseína, DAN, E-64,
Hemoglobina bovina, Pepstatina A, TLCK e TPCK foram produtos
da Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA.

I.10-fenantntio l i na foi produto da Merck, Darmstadt,
Alemanha.

CM-Sepharose e Sephadex G-75 foram produtos da
P h a r ni ac i a, Uppsala, Suécia.

Todos os demais reagentes foram de grau analítico e
adqu-iridos comercialmente.

-^-
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3 - MÉTODOS

3.1 - Criação dos Insetos

s.

Insetos de ambas as espécies foram criados sobre se-

ni entes de V. unguiculata, cultivar Pitiuba, mantidos em fras
cos de vidro transparente de boca larga e fechados com tam-
pas de metal perfuradas o suficiente para garantir boa aera-
cão. Cada uma das duas colónias foi mantida em uma única pra
teleira de uma câmara de crescimento, à temperatura de 29±1°C
e umidade relativa de 65±5%. A infestação das sementes foi feita usan
do-se fêmeas fecundadas de 2 a 3 dias após a emergência e
com um período para postura de 24 horas. A cada geração se
fez a infestação de novas sementes.

3.2 - Preparação dos Homogenatos Intestinais das Larvas de C.
maculatus e--Z. subfasciatus

3.2.1 - Dissecação das Larvas dos Insetos

^!

Larvas de ambas ás espécies (com idade entre 16 e 17
dias apôs a infestação) foram dissecadas a frio, mergulhadas
numa solução de NaC1 0,5M e sob as lentes de uma lupa este-
reoscópica. Apôs a exposição do trato intestinal das lar-
vás se seguiu o isolamento do intestino-médio (IM) com secção
na região de passagem do esôfago para o ventrículo e na re-
gião de inserção dos tubos de Malpighi. Todos os tecidos es-
tranhos às paredes intestinais, tais como traquéias e corpo
gorduroso, foram retirados. Depois de isolados os IMs foram
i med i atairiente utilizados nos ensaios ou acondicionados in-

20
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factos em pequenos frascos de Eppendorf e estocados em con-
gelador (-16°C).

3.2.2 - Extração dos Intestinos-médios

A

Os intestinos-médios das larvas das duas espécies de
bruquídeos foram extraídos com tampão fosfato 50mM, pH 6,0,
irl i l i zando-se ino ho ni ogeneizador tipo Potter mantido constan-
temente em contato com gelo. Em seguida foram centrifugados
a 15.000 x g durante 20 minutos a uma temperatura de 4°C. O
sobrenadante obtido, chamado de homogenato intestinal (Hl),
foi filtrado através de 1ã de vidro e foi sempre imediatamen
te utilizado para determinações enzim áticas e de proteína ou
para cromatografias.

3.3 - Preparação do Extrato de Farinha de Sementes de V. un-
^uiculata c v. Ti ti ubá

3.3.1 - Preparação da Farinha

•»-.•-
s». Seinentes maduras da cultivar Pitiúba foram usadas pa

ra preparação da farinha após remoção do tegumento. As sémen
tes foram moídas em moinho doméstico usado para moagem de ca
fé até a obtenção de uma granu1ação abaixo de 40 mesh.

3.3.2 - Preparação do Extrato

"a»
.-t-

O extraio da farinha foi preparado com tampão fosfa-
to 50mM, pH 6,0 na proporção de 1:10 (farinha : meio de ex-
traçao) sob agitação constante e à temperatura ambiente (28°C)
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durante 60 minutos. Após este tempo de contato a suspensão
foi centnfugada a 15.000 x g por 20 minutos a u in a temperatu
ra de 4°C. O precipitado foi descartado e o sobrenadante, cha-
in ado de extra t o bruto (EB), foi filtrado através de 1ã de vi
d r o e usado para determinação de proteína e atividade enzi-
mat 1 ca.

.^:
-sv*i
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3.4 - Preparação das Soluções Usadas como Substratos

3.4.1 - Azocasei'na 1 ,5%

*
^
^. Um grama e meio de azocaseína foi suspenso em 100m1

de tampão acetato 0,1M, pH 5,6, contendo cistefna 1mM e EDTA
3mM. A suspensão foi aquecida e deixada em ebulição por 15
minutos. Após resfriamento o pH da solução foi reajustado e
o volume completado para 100m1 com água destilada. Esta so-
1ução foi mantida em congelador (-16°C) até sua utilização.

3.4.2 - Hemoglobina T

^
ï

'<:• Um grama de hemoglobina bovina foi dissolvido em 50m1
de HC1 0,06N. Apôs edição de 40m1 de tampão de concentração
0,2M (glicina.Hd pH 2,0 a 4,5 e acetato pH 3,5) os valores
de pH desejados forani ajustados e volumes completados para
100m1 com cada um dos tampões. Estas soluções foram armazena
das em geladeira (4°C) por no máximo uma semana até sua uti-
lização.
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3.5 - Determinação das Atividades Enzimáticas

3.5.1 - Atividade Azoe asei nas i ca

k"

-/

Os ensaios de atividade azocaseinâsica foram feitos
incubando-se por 30 nnn u tos a 40°C 0,5m1 de substrato 1,5%,
0,9m1 de tampão acetato 0,1M, pH 5,6 contendo cistefna 1mM e
EDTA 3mM e 0,1ml de amostra contendo enzima (Hl ou frações
cromatográficas). A reação foi parada com 0,5m1 d@ TCA 5% e
após 30 minutos de repouso a suspensão foi centnfugada por
15 minutos a 7.000 x g à temperatura ambiente. Alíquotas de
1,0m1 do sobrenadante foram a1ca1imzadas corn 1,0ml de NaOH 2N.
A atividade azocaseinas i ca foi medida pela absorbância em
440nm dos peptfdeos diazotizados produzidos. Provas em bran-
co foram feitas onde a amostra e o substrato foram incubados
separadamente e o substrato adicionado à amostra após a adi-
cão de TCA 5%. Para os cálculos de atividade azocaseinas i ca
(UAAC) foi definida a seguinte unida'de: uma unidade de ativi
dade corresponde à quantidade de enzima que produz uma absor
banda de 0,100 UDO a 440nm em um volume de reação de 1,5m1,
por 30 minutos, a 40°C.

Nos ensaios de inibição da atividade azocaseinas i ca
dos eluatos cromatográficos com E-64 foi u.sada uma concentra
cão do inib-idor de 0, 1 pM no volume de incubação do ensaio. O
inibidor e as amostras foram pré-"incubados à temperatura am-
biente (28°C) por 10 minutos. Controles foram feitos com in-
cubação da amostra com o inibidor e adição do substrato após
a adição de TCA 5%, e com incubação do substrato com o i ni bj^
dor e adição da amostra após a adição de TCA 5%. Uma vez que
E-64 foi dissolvido no tampão de ensaio, a prova em branco
normal do ensaio sem inibidor serviu como controle em rela-
cão ao solvente do E-64.

i
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3.5.2 - Atividade Hemoglobinásica
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A atividade hemoglobinásica foi determinada de acor-
do com o método descrito por COELHO (1980) com algumas modi-
ficações. A alfquotas de 0,25ml de amostra contendo homogena
to intestinal (HI), extrato bruto (EB) de farinha ou frações
cromatográfi cãs foram adicionados 0,25ml de tampão acetato
0,2M, pH 3,5. A reação foi in-iciada com a adição de 2,5m1 de
solução do substrato. A mistura formada foi incubada por 60
minutos a 40°C e após este tempo a reação foi parada com 0,5m1
de TCA 20%. A suspensão obtida foi deixada em repouso por 30
minutos e então centrifugada por 20 minutos a 7.000 x g, à
temperatura ambiente. Provas em branco foram feitas com a
adição do substrato após a adição de TCA 20%. Alfquotas de
1,0ml do sobrenadante forarn alcalinizadas corn 0, lrn1 de NaOH 2N.
Os peptídeos solúveis em TCA, formados por açâo enzimática,
foram determinados pelo emprego do método de FOLIN Modifica-
do por LOWRY (1951). A absorbância foi lida a 750nm. Uma um
dade de atividade hemoglobinas i ca (UAHb) foi definida como a
quantidade de enzima que produz uma leitura de 0,100 UDO a
750nm em um volume de reação de 3,0m1 a 40°C durante 50 minu
tos .

Nos ensaios de inibição da atividade hemoglobinâsica
dos eluatos cromatográficos corn pepstatina.foram usadas as
concentrações de 3ug/ml e lyg/ml em relação ao volume de in-
cubaçâo do ensaio. Uma so luçao estoque de pepstati na (12pg/m1)
foi preparada dissolvendo-se 200vg do inibidor em 0,5m1 de me
tanol e levando-se o volume para 16,6m1 com tampão acetato
0,2M, pH 3,5. O inibidor e as amostras foram pré-incubados
por 10 minutos à temperatura ambiente. Controles foram fei-
tos incubando-se o imbidor com a afnostra e adição do subs-
trato e adição da enzima após a adição de TCA 20% e enzima
com o solvente do inibidor e adição do substrato após a ad1-
cão de TCA 20%.

^
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3.6 - Determinação de Proteína

As determinações de proteína foram feitas pelo méto-
do colonméfcrico de BRADFORD ( 1976) usando-se albumina séri-
ca como padrão ou pela leitura da absorbância a 280nm no ca-
so dos eluatos cromatograficos.

3.7 - Avaliação do Efeito do pH sobre aAt'ividade Hemoglobi-
nas i c a de TMs de Larvas^e C. macuTãtus

••

A verificação do efeito do pH sobre a atividade hemo
globinásica de HI e frações cromatográficãs de IM de larvas
de C. maculatus foi feita usando hemoglobina na concentração
de 1% em valores de pH variando de 2,0 a 4,5. O pH das so1u-
coes de hemoglobina foi mantido nos valores desejados por dl
1ui cão de uma solução de hemoglobina 2% em HC1 0,06N com tani
pão glicina 0,4M e os valores de pH reajustados em potenciô-
metro. As condições de ensaio foram as mesmas definidas no
item 3.5.2.

^-
3.8 - I so 1 amenta e Caracterizaçâo Parcial de uma Proteinase

Aspárt-ica PT-esente no I M das Larvas~ïïe C. m a cu 1 a t u s

3.8.1 - Isolamento através de Cromatografi a de Exclusão Mo-
1ecu1ar Seguida por Cromatografia de Troca lônica

;»-
-»ft..

O isolainento de frações com atividade proteo 1 i't i ca
tfpica de proteinase aspártica foi obtido por fracionamento
de HI de larvas de C. maculatus em duas condições diferentes
de pH (3,5 e 6,0) com o uso sequencial de filtração em gel
e de cromatografi a de troca iônica.
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Primeiramente um homogenato (4,5m1) contendo I.OOOIMs
extraídos em tampão acetato 50mM, pH 3,5 foi aplicado a uma
coluna de Sephadex G-75 (2,0 x 50,0cm) equilibrada com o mês
mo tampão. O fluxo foi ajustado para 20m1/h e foram coleta-
das frações de l,5m1. Os tubos com atividade hemog1obinas 1 ca
sensível a pepstatina foram reunidos e aplicados a uma co1u-
na de CM-Sepharose (1,1 x 4,Oem) equilibrada com tampão ace-
fcato 50mM, pH 3,5. Neste caso o fluxo foi mantido a 30m1/h,
sendo coletadas frações de 1,5inl. Após a leitura da absorbân
cia a 280nm das proteínas não retidas ter atingido o valor
zero foi aplicado um gradiente de NaC1 variando 1 inearmente
de O a 0,6M (60ml) em tampão acetato 50mM, pH 3,5.

Uti1i2ou-se também filtração em gel dextrana como
primeira etapa no isolamento a pH 6,0. A coluna de Sephadex
G-75 (2,0 x 50,0cm) foi equilibr-ada com tampão fosfato 10mM,
pH 6,0 e depois calibrada para determinação de pesos molecu-
lares com as seguintes proteínas: albumina sérica bovina
'(66.GOOD), ovoalbumina (45.GOOD), inibidor de tn'psina de so
já (20.100D) e ribonuclease A de pâncreas bovino (13.400D).
Neste caso foram aplicados 2,2m1 de um homogenato contendo
700IMs extrai'dos no mesmo tampão de equilfbno. O fluxo foi
ajustado para 20m1/h e foram coletadas frações de 1,5m1. Da
mesma forma que nas experiênciasa pH 3,5 os tubos com ati-
vidade hemog1 obi nas i ca sensível a pepstatlna 'foraiii reunidos
e aplicados a uma coluna de CM-Sepharose (1,1x4,Oem) equili-
brada com tampão fosfato IQmM, pH 6,0. O fluxo foi mantido
a 45m1/h e as frações coletadas foram de l,5m1. Após a e1ui-
cão das protefnas não retidas foi aplicado um gradiente 1i-
near de Nad variando de O a 0,5M (60rn1) em tampão fosfato
lOmM, pH 6,0.

Todas as cromatografias citadas neste trabalho foram
realizadas em ca in ara fria (4°C).

•sr
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3.8.2 - Caractenzação Parcial das Frações Contendo Proteína
sés Aspárticas

A fraçâo com atividade hemogtobinas i ca obtida da cro
matografia de troca iônica a pH 3,5 foi utilizada para deter
minação do efeito de diversos inibldores de enzimas proteolf
ticas e do efeito do pH sobre sua atividade - hemoglobi nás-rca
e para a hidrólise de hemoglobinacamparada à hidrólise de
albumina. A fração com atividade heinoglobinásica obtida na
cromatografia de troca iônica a pH 6,0 foi repassada na co-
tuna de Sephadex G-75 para determinação do seu peso molecu-
1 ar .

Os efeitos de diversos i nib i dores de enzimas proteo-

líticas sobre a atividade hemoglobinas i ca da fração isolada
a pH 3,5 foram estudados através de ensaios usando pré-incu-
bação por 10 minutos à temperatura ambiente de alíquotas de
0,25m1 da fraçao com 0,25ml das soluções dos inibidores dis-
solvidos em solventes adequados. Os ensaios obedeceram às
condições definidas no item 3.5.2. Controles foram feitos
contendo: substrato + inibidor; fraçâo + inibidor, e fração
+ substrato + solvente do inibidor.

O efeito do pH sobre a atividade hemoglobinásica da
fração isolada a pH 3,5 foi venficado como descrito no item
3.7.

Para a comparação entre as hidrólises de hemoglobina
e albumina sérica bovina pela fração isolada a p H 3,5 e por
pepsina foram usadas as mesmas condiçõçs de ensaio definidas
no item 3.5.2. Hemoglobina foi preparada como descrito no
item 3.4.2 usando-se tampão acetado 0,2M, pH 3,5. Albumina
foi usada na concentração de 1% (p/v) dissolvida em tampão
acetato 0,2M, pH 3,5 e pepsina foi dissolvida em HC1 10mM na
concentração de 0,2mg/rn1. Os resultados foram expressos como
percentagem do valor obtido com a hidrólise de hemoglobina
por cada uma das fontes de enzima.

I

I

I

,w>,
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3.9 - Comparação das Atividades Hemogl obi nas i ca e Azocaseiná-
s i ca entre- Homo'genatos Tiïtest inai s das LarVas—3e C. má-
cu 1atus e f. subfaci afui"

Sc
y

A comparação das atividades hemoglobinásica e azoca-
seinásica dos His de larvas de C. maculatus e Z. subfasciatus
foi feita através de curvas de at-ividade proteolftica usando
homogenatos com o mesmo número de IMspor mililitro (2IMs/m1
no caso da atividade hemoglobinas i ca e 15IMs/m1 no caso da
atividade azocaseinásica) obedecendo às condições definidas
nos itens 3.5.1 e 3.5.2. A comparação também foi feita usan-
do as atividades hemoglobi nas i ca específica e azocaseinas 1 ca
específica.

3.10 - Quantifi cação das Protel nases Asparti^cas e^ Cl steínicas
dos "Infest inos-medi os' das Larvas de C. maculatus ë--2.
subfTsZi atus e 3^E x trato de Fan7Tiïa~"~ïai Sementes"" ïïe'
V__ unguicu l ata c v. P i ti ubá.

^

A quantificação das proteinasesaspárticas e cistei'-
nicas digestivas de ambas as espécies de bruquídeos e de ex-
trato da farinha das sementes da cultivar Pitiúba foi feita

através da titulação das atividades hemoglobinásica e azo-
caseinásica, respectivamente, com os inibidores pepstatina e
E-64. As titulações foram feitas mantendo-se um volume cons-
tante de HI ou EB e um volume -igual de solução dos inibldo-
res a concentrações crescentes. Uma solução estoque de peps-
tatina foi preparada como descrito no item 3.5.2 e diluída
com tampão acetato 0,2M, pH 3,5 para obtenção de concentra-
coes variando de 1 a ISng/ensaio. A solução estoque de E-64
(1yM) foi preparada dissolvendo o imbidor em água destilada.
Esta solução foi diluída com tampão acetato 0,1M, pH 5,6 con";
tendo cistefna IniM e EDTA 3inM de modo a obter concentrações
variando de 2,5 a 53,Sng/ensaio. As misturas das amostras com
as soluções dos inibidores foram incubadas por 10 minutos à
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temperatura ambiente antes do início dos ensaios, os quais
foram realizados nas mesmas condições definidas nos itens
3.51 e 3.5.2. Os resultados foram expressos em p1como1es de
enzima sensi'vel a pepstatina ou a E-64 por miligrama de peso
seco, considerando a extrapolação das curvas de titulação pa
ra o zero de atividade.

:'SW^S
:-^;^1

?1

3.11 - Distnbuição das Atividades Hemoglobinjisiça e A z oca -
seinásica ao longo dos Intestinos-médips das l^arv_as
?eC.macuTatïïse Z.suïïf ase 1atus

»•

A distribuição das atividades hemog1obinas i ca e azo-
caseinásica ao longo dos IMs das larvas das duas espécies de
bruquTdeos foi determinada através da medição destas ativida
dês em três secções dos intestinos-médios. As secções foram
delimitadas em regiões proximal, média e distai de acordo
com dobras que ocorrem nos ventrículos das larvas, e para
obtê-las os IMs foram congelados e seccionados imediatamente
evitando-se a extrusão de material contido no lúmem ventricu
1 ar .

--i-'

3.12 - Determinação do pH ao longo dos Intestinos-médios das
Larvas de C.~ ma'cïïTaTiïse~Z. su&fascT.atus

...^.

As determinações de pH foram feitas obedecendo à mês
ma delimitação das secções dos IMs usada para a determinação
da distribuição das atividades proteinásicas '(item 3.11).
As secções foram maceradas ein 20ij1 da solução salina usada
para a dissecação das larvas e em seguida adicionou-se mais
20y1 de soluções de indicadores de pH. Os indicadores de pH
usados foram os seguintes: indicador universal líquido (Merck),
vermelho congo, verde de bromocresol, 1,4-dimtrofenol e ve^_
me1ho de metita. Os resultados foram comparados com aqueles
obtidos usando soluções padrões de pHs conhecidos.
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4 - RESULTADOS

4.1 - Isolamento e Caracterização Parcial de uma Proteinase
Asp art ic a do "Tntest i no-médTo das LarVfs de C. maculatus

^

^

^

Uma protein ase aspártica foi isolada 9 partir de ho-
mogenatos intestinais das larvas de C. maculatus através de
dois passos cromatográficos.

Primeiro um homogenato intestinal de 1.000 larvas foi
aplicado a uma coluna de Sephadex G-75 equilibrada com tam-
pão acetato 50mM, pH 3,5; a cr-omatograf i a foi desenvolvida e
nos eluatos foram medidas as atividades hemog1obinas i ca e
azocaseinásica. Os perfis destas duas atividades não coinci-
dirain, sendo a atividade hemog 1 obi nas i ca maior numa região
de altos pesos moleculares, enquanto que a atividade azoca-
seinásica foi maior numa faixa de pesos moleculares menores.
Estas diferenças de posição de eluição associadas às diferej^
tes condições dos dois ensaios indicavam a existência de pe-
lo menos dois tipos de proteinases que não agiam da mesma
forma sobre os dois substratos (FIGURA 1).

Para verificar a possibilidade de separação das pro-
tein ases aspárticas das proteinases cisteínicas presentes
(KITCH & MURDOCK, 1986; CAMPOS et al., 1989), logo na etapa
de filtração em ge-T, foram feitas cromatografias na coluna de
Sephadex G-75 nas mesmas condições da experiência antenor,
mas utilizando-se inibidores específicos para as duas ativi-
dades. A atividade heinogl'obinasica foi medida na presença e
na ausência de pepstatina, e em outra a atividade azocasein^
sica foi medida na presença e na ausência de E-64. Pepstati-
na inibiu comp1etamente a atividade hemoglobinas i ca na fai-
xá das frações de numero 35 a 45 não inibindo ou inibindo s^o
mente parcialmente o restante da atividade hemoglobinas i ca,
que se estendeu a uma faixa de peso molecular menor (FIGURA'2a).

30



3
1

'Í
i!ïS
I

LU
U

Q
fr»,,

^
-

^-
K

oftí
U

1
3

(-X
(^1

v
(Ü

 <
r0

ro
s
-

c
o

o
o

4-1
n

o
in

D
3

c
o

'-
d

o
u

D
(^

o

"3
n

s
uc
:

u
o

o
U

IU
 O

C
Í
v

u
MTC

)
o

o
o

1
/1

o
n

a
>

3
in

1
0

r<
-
p(Ü
^>•?

r»
o

o
o
'

u3í-
J
3ow

f0
o

EL
n
<

l
ro

C
-ï

in
O

)
-
o

w
<

3
U

J
cu

o
a

»
t^

 1
0

<J>
(O

u
"
 •

-
ra

>
<

x
e

s
-

í-
Q

:
ru

co
u

-
in

in
n

f0
U

1
r~

^
'0

 T
3
 <

=
C

T
3

<
u

ru
rO

u

o
1

0
>

 '(O
1

0

.
»

L
O

 j3
c
 •

-
 o

n
n

3
:

1
0

Q
. E

c
 
"
^
:

O
T

"o
n

L
O

^
^

<
oru

+
-)

D
1

0
uro

r>
»
--

cr>
oireQ

.
x

E
cu
-o

f0
1

0
ro

 +
->

n
^Q

. ••>
E

e
(U

c
t^

)
uo

o
E

0
0

10
a
>

 o
r
j

in
 e

c
(ti

x
í0

E
"3

 O
c

c
s
-
 •

>
•
>

-
o

O
)

c
n
p
<

j
<

d
-

o
o

o
o

o
o

o

«
tf-

ra
o

in
ç

x
»

tf>
o

o

c
C

fO
E

:
s
-

o
<

^
s"

"
"
.

0
-

=
3

Q
.

d
o

o
o

o
ro

s
-

o
(U

IU
 U

 0
8

 C
u

U
 C

J
 -

O
v

^
.

•?
<

---

e
c

C
tí

=
>

<
-0



3
2

^
U

JU
 O

frf^
p
 
°

õ
 
o

n
 
^

O
 
0

oo

"
l

J
3

Y
r

••
>

«
^

^
^

-3í
*
-

<
-.:

^
 ^

-
i

<a->
^

<
-•I

?
«

oono

oU
)

c^uu
O

B
Z

y

oo5
-

s§
tU

U
O

S
íy

-
ï
-

U
IU

0
8

Z

1
0

<
0

inn

in
U

J
o(J

>
<o
:

tl.

1
0

1
0

n

J

§
8

o»n
"
.

ó
d

o

1
0

1
0

tn
I;

U
J

5
/
t

.<^s'
o

(
<->

.*
<

t
(O

Q
:

u
-

yc
1

0
m

^
^
.

<

(
w

^
(c

-0
-^

c
1

0
-«

r»

:s

o
o

o
o

o
o

K
l

in
n

o
o

o
o

o
\1

(U
c
u

Ë
 -O

x
?

U
1

=
3

L
f>

r0

fO
3

ina
>

fÜ
u"3

tO
o

u
u

"
 c

ro <
a>

L
T

>
u

1-~
.

c
.

e
c

«
u

1
/1

s
-

>
/)
3

=
1

w
IÜ

3
ra

ru
u

U
1

n
3

(O
c

s
-

-
o

(Ü
X

3
4
->

o
ra

ra
E

0
1

Ê
ra

w
u

c
:

o
3

U
1

u
o

Q
.

in
<

r
o
 *

'o
(U

L
O

«
d

-
ro

C
L

'(O
<

>
c
:

u
c

• ^
 jQ

a
»

(U
u

n
o

-
o

D
«

d
-

-
o
 
"

U
1

t£
>

c
n

ra
ro

m
o

1
/)

1->1
L

U
u

E
ra

x
:

c
o

>
a
.

C
u

(U
N

c
u

i-
-!=

"3
-
a

t/1
r
u
 
^

(U
—

 2
: <

U
<

u
n
s

(-
e

-
o

Q
.

-
o

<
-»

o
r0

fÜ
u
l

c
:

ru
(O

m
-
o

-
o

c
u

-
a

c
m

o
>

>
(U

(tí
1/1

s
-

i0
+->

a
.

(J
ru

4
-^

r0
fO

d
)

(T3
c

0
0

w
u

c
:

ra
c

(O
m

o
J
3

cu
u

lia
o

Q
-

c
:

\ft
E

c
n

<
f0

ra
o

c
E

t0
+

J
 •

-
o

O
)

cu
•
-
 E

E
 ^

J
=

e
ru

ro
co

c
:

u
0
1

o
 
u

C
D

 0
c
o

io
0
0
 O

C
7

>
 "

"3
O

J
O

J
 N

o
 
<

•iC
o

-o
fÜ

ID
o

>
<

ü
ra

s
:

x
n

3
-
oIÜ

+
->

c
:

0
1
o

ra
>

r-
-o

-
o
 
"

(U
cu

r
j

>
+

J
L
O

o
o

"O
$

-
r^

.
s
-

Q
.

a
.

t
t

c
:

u
3

O
)

c
u

x
o
 -

o
T

3
c
u
u

-
o

o
"
 
o

ro
>

10
in

s
-
c

I.»
(-»

Q
-

n
3

ro
c

CL>
o

s
-

s
-

^
ï

Ü
Q

in
 4

->
1
^
 C

E
<

(U
(U

a
»

Ë
a»

u
u

T
3

c
c

c
c

fO
U

1
o

o
o

n3
u

c
u

ïÏ-
ro

<
d
-

4->
<

:
t/1

i&
^

s
^<

(ÜI
4

-^
tfl

«
d

-
c
a

.
U

3
l»

TC)
a

.
L
U

E
o

o
!(0

i-
l.»
e
t

(Ü
(-3

J
3

.
^

C
\J

e
C
su1

—
1

u
-

I



33

^.

B.

^

.^.

O inverso foi observado na experiência com E-64, pois este
não inibiu a atividade azocaseinásica na zona de altos pesos
moleculares só inibindo-a totalmente a partir da fração de
numero 51 (FIGURA 2b).

O conteúdo dos tubos com atividade hemogtobinas i ca
sensível à pepstatina (fraçâo SÁ, FIGURA 2a) foi reunido e
aplicado a uma coluna de CM-Sepharose equilibrada com tampão
acetato 50inM, pH 3,5. A FIGURA 3 inostra que um único pico
com atividade hemoglobi nas i ca foi retido e e1-uído numa con-
centraçâo de NaCI correspondente aO,3M.

A TABELA 1 apresenta os resultados da purificação da
atividade hemogtobinásica a pH 3,5, onde se verifica que hou
vê uma purificação de 7 vezes.

A fração obtida a partir da cromatografia de troca
iônica a pH 3,5 ('fração CA, FIGURA 3) foi submetida a uma
ana 1 i se coin diversos inibidores de enzimas proteo l i'ti cãs (TA
BELA 2). Pepstatina, um inibidor de origem microbiana especí-
fico para proteinases aspárticas (UMEZAWA, 1976; STOREY &
WAGNER, 1986), inibiu fortemente a atividade hemoglobinástca
da fraçao CA. Já E-64, um inibidor também de origem microbia
na específico para proteinases cisteínicas (MANADA et a1.,
1978; STOREY & WAGNER, 1986) não teve praticamente ;, -nenhum
efeito sobre esta atividade. DAN (diazoaceti1 norleuci1meti1
éster) inibiu a atividade hemoglobinas •i ca da fração CA e es-
te efeito foi aumentado na presença de cobre que, mesmo so-
zinho foi capaz de inibir em mais de 50% a atividade protei-
n ás 1 ca da fraçao CA. Os agentes quelantes 1,10-fenantrolina
e EDTA não tiveram nenhum efeito inibitório, assim como "não
tiveram efeito os imbidores de proteinases sen'nicas TLCK e
TPCK. Acido iodoacético também inibiu a atividade hemoglobi-
násica da fraca o CA.

A comparação da hidrólise de hemoglobina e albumina
peta fração CA mostrou que esta fração h-idrolisou albumina
numa velocidade igual a 30% do valor obtido com a hidrdlise
de hemoglobina, enquanto pepsina hidrolisou ambos os substra^
tos muito bem, sendo a hidrólise de albumina maior que a hi-
drólise de hemoglobina (TABELA.3).
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TABELA 2 - Efeito de alguns inibidores de enzimas proteotíti
cãs sobre a atividade hemoglobinásica da fração'
CA.

Inibi dor Concentraçãoa Atividade (%)

Controle

Pepstati na

E-64

DAN

DAN + Cu
Cu2+

2+

1,10-fenantroli na

EDTA

AIA

TLCK

TPCK

3pg/m1

0,1 pM

ImM

1mM + ImM

1mM

3mM

3mM

3mM

1mM

1mM

100,0

10,3

98,5

58,8

47,0

45,8

114,1

100,1

58,2

100,0

100,0

a - Concentração no volume de incubação do ensaio.

s'

?ffi'1'
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TABELA 3 - Percentagem de hidrólise de albumina sénca bovi-
na em relação à hidrólise de hemoglobina pela fra
cão CA e por pepsina.

Fonte de
E n z i in a

Substratos

Hemoglobi na A1bumi na

Fração CA

Peps i na

100,0

100,0

30,0

133,5

—^,,

í

J?s
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A fração CA também foi usada para venficação do
efeito do pH sobre sud atividade hemog1 obinásica. A FIGURA 4
mostra que o pH ótimo de hidrólise de hemoglobina pela fra-
cão CA foi igual a 3,3, em contraste com o pH õtimo apresen-
tado pelo honiogenato intestinal das larvas de C. maculatus
que foi igual a 4,0.

Um homogenato intestinal contendo 700IMs foi aplica-
do à coluna de Sephadex G-75 equilibradü com tampão fosfato
lOmM, pH 6,0. A atividdde hemog1 obi nas i ca foi medida na pre-
sença e na aiisência de pepstatina (FIGURA 5). Novamente foi
observada uma ativ1da.de hemogl obi nas i ca - fortemente inibida
por pepstatina nuina região de peso molecular elevado e uma
fração de menor peso molecular em que este inibidor não teve
efeito sobre a atividade hemog1obinásica. A fraçâo sensível
a pepstatina (fração SB, FIGURA 5) foi reunida e aplicada
a coluna de CM-Sepharose equilibrada com tampão fosfato 10mM,
pH 6,0. Da mesma forma que a pH 3,5 foi obtido um único pico
de atividade hemog1 obi nas i ca eluído com uma concentração de
NaCI de OJ8M (FIGURA 6). Essa fração (fração CB, FIGURA 6)
foi reunida e repassada na coluna de Sephadex G-75 equilibra
da com tampão- fosfato 10mM, pH 6,0 resultando numa única
fraçâo (SC, FIGURA 7) com atividade hemoglobinas i ca e inibi-
da por pepstatina e com um peso molecular de 62.000D (FIGU-
RA 7) .

A TABELA 4 mostra as etapas de purificação da fração
aspártica a pH 6,0, onde se vê que a atividade foi purifica-
da 3,5 vezes.

4.2 - Comparação das Atividades Hemoglobinasic^ e Azocasei-
rTasTc'cT^nTr e - H o mo ge n a to s Intestinais das L arv a_^ de^ C_^
maculatus e Z. subfasciatus

'¥"

Os homogenatos intestinais das larvas de C, maculatus
e Z. subfasciatus diferiram cons-i der ave 1 mente quanto às suas
curvas de atividade hernog1obinas i ca (FIGURA 8). já a diferen^
ca entre as curvas de atividade azocaseinásica não foi tão
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vidade heiiioglobinásica obtida a partir- da CM-Se-
pharose a ph 6,0 (fraçâo SB, FIGURA 6). Cromato-
gratia desenvolvida nas mesmas condições descri-
tas na FIGURA 5; (t—•) concentração de proteína
(A^gQ^^); (o—o) atividade hemoglob-inásica (A^^Q^).
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FIGURA 8 - Comparação entre as curvas de atividade hemog1obj_
násica de homogenatos intestinais das larvas deC. maculatus (o—o) e Z. subfasciatjjs^ (•—•).
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acentuada {FIGURA 9). Em termos de atividade específica Z.

subfasciatus apresentou 3,8 vezes mais atividade hemoglobina

s i ca e 1,7 vezes mais ativldade azocaseinásica do que C.

maculatus (TABELA 5).

4.3 - Quantificação das Proteinases Aspárticas e dsteímcas
Uigestiv as (Ta s L^ rva^iïï a c yl a tus e ^. subf ase i a t us
e do Extrato Bruto das~5'em'e'ntes da CulTi vãr P i ti ubá

Jç-

Os resultados das titulações das atividades hemoglo-

binásica e azocaseinásiça dos hoiTiogenatos intestinais das

larvas das duas espécies de bruqufdeos e da atividade • hemo-

globinásica do extrato bruto de farinha das sementes da cu1-

tivar Pitiuba estão mostrados nas FIGURAS 10, 11 e 12 e su-

marizados na TABELA 6. Fico'u demonstrado que C. maculatus

apresenta menos enzima sensível a pepstatina do que enzima

sensível a E-64 em tennos inalares. Com' Z. subfasciatus ocor

re o contrário, as enzimas sensíveis a pepstatina são predo-

minantes em relação às enzimas sensíveis a E-64 (TABELA 6).

Pode também ser verificado nesta mesma TABELA que Z. subfas-

ciatus apresenta 4,4 vezesmais enzima sensível a pepstatina

e 2,1 vezes 111 a i s e n z i in a sensível a E-64 do que C. maculatus,

isto expresso em termos de picomoles de enzima sensível por

miligrama de peso seco de i ntest i no-médi-o . A quantidade de
enzima sensível a pepstatina medida no extrato de fannha

das sementes se mostrou muito menor comparada à quantidade

medida nos homogenatos intestinais dos insetos.

4.4 - Distribuição das Atividades Hemog1obinas i ca e Azoca-
zëinãsica ao longo dos intestinos-médios das Larvas de
~C~. mãe u t atïïT e7~. sü15TasTTaTiïs~

J.^ A determinação das atividades hemoglobinas i ca e azo-

caseinásica nas três regiões em que foram divididos os inte^

UFC
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FIGURA 9 - Compdração entre as curvas de atividade azocasei-
nas'ica de homogenatos intestinais das larvas de
C. maculatus (6—o) e Z. subfasciatus (•—<).
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TABELA 5 - Comparação entre as atividades hemoglobinásica e
azocaseinásica especfficas de homogenatos intesti
nais das larvas de Callosobruchus maculatus e Z a-
broths subfasciatus e de cotilédones de Vigna un-
gïïTcuTatic v. P i 11ü b a .

Espécie

)-

UAHb/mgP

C. maculatus

Z. subfasciatus

V. unguiculata

122,45 ± 15,05 (1)

467,17 ± 35,90 (3,8)

2,26 ± 0,26 (0,018)

UAAC/mgP

7,85 ± 0,80 (1)

-14,07 l 2,07 (1,8)

(-)

Obs.: Os valores mostrados representam médias de três repetições feitas
em tn'p11catas. Os números entre parênteses indicam valores re1a-
tivos aos valores encontrados para C. maculafcus.

^•:^
c-s-.:
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TABELA 6 - Comparação das atividades proteinas 1 cãs sensTveis
a pepstatina ou a E-64 por miligrania de peso seco
de intestinos-médios das larvas de'Callosobruchus
maculatus e Zabrotes subfasciatus e—ïec o ti 1 é d o -
n e s' de^T''gn_aunjïïTcïï1 aTa~c~7~ Fm'u b a.

1^'

Espécie

C. maculatus

Z. subfasciatus

V. unguiculata

pmoles ESPep/mgPS

136,00 ± 9,85 (l)

598,97 ± 42,06 (4,4)

1,10 ± 0,10 (0,008)

pmoles ESE-64/mgPS

211,97 í 15,81 (1)

460,10 ± 6,93 (2,17)

(-)

Obs.: Os valores acima são médias de pelo menos três repetições feitas
em trip11catas. Os números entre parênteses indicam valores rela-
tivos aos valores determinados em C. maculatus.
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tinos-médlos (regiões proximal, média e distai) mostrou que as
duas atividades são maiores na região média dos intestinos-
médios das larvas dos dois carunchos, enquanto as • regiões
proximal e distai apresentam praticamente os mesmos valores
de atividade proteinásica em cada espécie (TABELA 7).

4.5 - Medida do pH ao longo dos Intestinos-médios das Larvas
de C. macuTituT e Z. subfasc i atus

"^

Para a determinação dos valores de pH ao longo dos
IMs de ambas as espécies de bruqufdeos foram utilizadas as

mesmas secções usadas para a determinação da distribuição
das atividades proteínas i cãs. Nas duas espécies de insetos
as três regiões mostraram valores diferentes de pH (TABELAS).
Para C. maculatus a região média se mostrou a mais ácida
(pH 5,5) e a região próxima! a mais alcalina, com uma unida-
de de pH acima da região média, enquanto a região distai apre-
sentou meia unidade de phf acima da região média. A região me
dia do 1ntestino-médio das larvas de Z. subfasciatus •também

foi a mais ácida (pH 6,0) comparada com a região proximal
(pH 7,0) e com a região distai (pl-1 6,5).

*^,
-^-
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TABELA 7 " Distribuição das atividades hemoglobinas i ca e azo
caseinásica nos intestinos-médios das larvas de
Callosobruchus maculatus e Zabrotes subfasciatus.

J

Região

Espécie

C. maculatus Z. subfasciatus

UAHb/Região UAAC/Região UAHb/Região UAAC/Região

Proximal 1,46 ± 0,28 0,75 ± 0,07 10,91 ± 2,28 0,67 + 0,19
Média 3,35 ± 0,69 2,93 ± 0,04 23,67 ± 2,92 3,38 ± 0,39
Distal 1,52 ± 0,18 0,77 ± 0,01 9,66 ± 2,49 0,72 ± 0,22

Obs.: Os valores acima são médias de pelo menos três determinações fei-
tas em tnplicata.

.^s
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TABELA 8 - Determinação de p H ao longo dos intestinos-médios
das larvas de Ca l 1osobruchus maculatus e Zabrotes
subfasciatus.

Região
p H

C. macu1atus Z. subfasciatus

Prox 1 iria l

Média

Distai

6,5

5,5

6,0

7,0

6,0

6,5

^\
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Os resultados sobre a inibição das atividades proteo

ITticas com pepstatina e E-64 e o fracionamento de homogena-
tos intestinais das larvas dê £. ffiaculatus mostraram inequi-

vocamente a-presença de proteinases aspárticas ao lado das

p ratei n ases cisteínicas nesta espécie de bruquídeo.

Ficou mostrado que logo na etapa de filtração em

Sephadex G-75 proteinases sensfveis a pepstatina e proteina-

sés sensíveis a E-64 foram parcialmente separadas.Embora am-

bas as atividades hemoglobi nas i ca e azocaseinas i ca tenham se

distnbufdo ao longo de toda a faixa de frações com ativida

de proteinásica, os perfis destas duas atividades não coinci

dirarn (FIGURA 1). A atividade hemoglobinásica se mostrou

mais alta numa faixa de alto peso molecular, enquanto a ati-

vidade azocaseinas i ca se encontrou deslocada para uma 'zona

de peso molecular menor, passando af a ser mais alta que a

attvidade hemoglobinásica. E provável que as condições de en^
saio da atividade hemoglobinas i ca tenham favorecido a ação

de proteinases aspárticas tipo catepsina D, as quais possuem

pH ótimo na faixa de 2,8 a 4,0 e são particularmente muito

ativas contra hemoglobina (BARRETT, 1977b),. enquanto as con-

dições de ensaio da atividade azocaseinásica tenham favorece
do a ação das proteinases cistefnicas presentes no homogena-

to intestinal das larvas deC. maculatus, que já ficou de-

monstrado serem proteinases tipo catepsina B (K ITCH & MURDOCK,

1986; CAMPOS et a1., 1989), as quais se caracterizam por um

pH dtiino em torno de 5,0 e são ativadas por cistefna e esta-

bilizadas por agentes quelantes (BARRETT, 1977a; STOREY &
WAGNER, 1986).

A FIGURA 2 mostra que de fato duas frações com pro-

pr'iedades mecanfsticas diferentes se encontravam parcialmen-

te separadas no passo de filtração em Sephadex G-75. Quando

as atividades hemoglobi nas i ca e azocaseinásica foram medidas

55
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separadamente e tratadas com pepstatina e E-64, a atividade
lieiiiog l ob i nas i ca foi totalmente inibida por pepst at i na na r e-
g1ão de alto peso molecular, enquanto o restante da ativida-
de não foi inibido ou sofreu inibição somente parcial (FIGU-
R /\ 2a). O i n ver- só foi observado c o 111 a ati v i dade azoe ase i ná-
sica, pois E-64 inibiu totalmente esta atividade na região
de baixo peso molecular, inibindo parcialmente ou não imbin
do o restante da atividade que se estendeu à região corres-
pondente àquela sensível a pepstatina.

A fr:ação de alto peso molecular sensível a pepstati-
na da Sephadex G-75 (fração SÁ, FIGURA 2a) quando foi submeti
da à cromatografi a de troca iônica em CM-Sepharose resultou
numa única fração com atividade hemoglobinas i ca (fração CA)
(FIGURA 3). A verificação dos efeitos de diversos inibidores
de enzimas proteo1 ft i cãs sobre a atividade hemoglobinásica
da fr a cão CA confirmou a presença de proteinase aspástica
(TABELA 2). Esta fr-ação foi bastante inibida por pepstatina,
enquanto E-64 não teve praticamente nenhuma ação inibitóna
sobre sua atividade hemog]obinas i ca. DAN, que também é con-
siderado um -imbidor especffico de proteinases aspárticas
(BARRETT, 1977b) inibiu cons i der ave 1 mente a atividade da fra
cão CA. A inibição de proteinases aspârticas por diazo com-
postos é aumentada na presença do fon cúprico (BARRET, 1977b).
Coni a fração CA a inibição foi um pouco aumentada na presen-

+
ca de Cu'"', no entanto da mesma forma que observado • por
HOUSEMAN & DOWNE (1982a) com Rhodnius prolixus (Hemiptera :
Reduviidae), o Ton cüpnco sozinho foi capaz de imbir bas-
tante a atividade hemoglobi nas i ca da fração estudada. HOUSEMAN
& DOWNE (1982a) sugeriram que apesar da inibição pelo i on
cúprico não ter sido observada com pepsina e catepsina D, que
são as proteinases aspárticas mais conhecidas, este íon pode
interagir c o in u 111 g r- u po carboxf l i co essencial na protei n ase
do inseto imbindo-a. A fracao CA não foi inibida pêlos ini-
bidores de proteinases serfnicas TLCK e TPCK e nem pêlos ager^
tes quelantes EDTA e 1,10-fenantrol i na. A Inibição por AIA
pode ser considerada inespecífica, pois é possível que este
composto como um potente agente' alquilante seja capaz de mo-

UNIVERSIDADE FEOER&L DO CEARA
BIBLIOTECA DE CIÊNCIAS E TECÍtiOLOGEA
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dificar um grupo reativo na molécula da proteinase resultan-
do em inibi cão. '

O pH õtimo de hidrólise de hemoglobina pela fração
CA foi igual a 3,3, mostrando um deslocamento em relação ao
pH ótimo de hidrólise de hemoglobina pelo homogenato intesti
nal que foi igual a 4,0 (FIGURA 4). O deslocamento do pH óti
mo de hidrólise de um substrato exógeno por uma fr-ação aspar

-tica isolada em relação ao pH átimo.do homogenato intestinal
foi também observado em.R. -prolixus, indicando a presença de
outra proteinase com pH õtimo mais elevado, provavelmente ca
tepsina . B (HOUSEMAN & DOWNE, T982a,b).

A hidrólise de albumina sérica pela fração CA repre-
sentou 30% do valor da hidrólise de hemoglobina (TABELA 3).
A comparação da hidrólise destes dois substratos é um meio
de diferenciar se uma proteinase aspártica é do tipo pepsina

•ou catepsina D (BARRETT, 1977b). Enquanto pepsina h-idrolisa
os dois substratos igualmente bem, catepsina D hidrolisa a1-
bumina pelo menos a um valor 10% menor da velocidade de hi-
drólise de hemoglobina. Apesar do valor obtido com a fração
CA ter excedido este valor, ela se aproxima mais das caracte
rísticas de uma proteinase tipocatepsina D.

Um fato interessante ocorrido durante o fracionamen-

•to do homogenato intestinal das larvas de C. macu1atus a p H
6,0 foi a diferença nas posições de eluição dos picos de ati
vidade hemoglobinásica sensíveis a pepstatina na coluna de
Sephadex G-75. Quando o homogenato intestinal foi aplicado à
coluna de Sephadex G-75 a fração com atividade hemoglobiná-
sica sensível a pe.pstatina (fraçâo SB, FIGURA 5) foi eluída
no volume de exclusão da coluna. A fração SB foi então subme_
tida aUma cromatografi a de troca iômca e quando a fração
hemoglobinásica obtida (fração CB, FIGURA 6) foi repassada
na coluna de Sephadex G-75 o pico de atividade sensível a
pepstatina foi eluído não mais no volume de exclusão, mas
numa zona correspondente a um peso molecular de 62.000D (FI-

! GURA 7). Isto se deve*provavelmente à complexaçâo da protei-
nase aspártica com proteínas e/ou peptídeos inativos oriun-
dos da semente, e quando se avançou na purificação da enzima
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o complexo foi total ou parcialmente desfeito, de modo que a
enzima passou a ser mais retida pelo ge1. Casos semelhantes
de diferentes posições de eluição e de formação de complexos
entre proteinases aspárticas e proteínas inativas de semen-
tes foram descritos em arroz (DÓI et al., 1980) e em semen-

tes de \1_ unguiculata (LOPES et a_^. , 1989). Devido a este fa_
to é provável que a determinação do peso molecular da fração
SC (FIGURA 7) esteja superestimado, sendo necessária a rea-
lização de outros experimentos que possibilitem obter a en-
zima não complexada. A falta de material devida aos baixos

m'veis de recuperação da atividade enzimática não tomaram
possível levar a cabo experimentos neste sentido.

Outro fato importante observado foi a grande instabi

lidade das frações proteinas i cãs aspárticas à medida que se
avançava no processo de isolamento, tomando difícil seu ma-
nuseio. Como mostram as TABELAS l e 4 os rendimentos em am-

bas as condições de pH usadas foram muito baixos. No entanto
deve ser lembrado o fato que somente parte da atividade hemo
globinásica do passo de filtração em dextrana foi recuperada
na forma de frações sensíveis a pepstatina, e que todos os
passes de purificação mostrados nas TABELAS 1 e 4 se referem
à atividade dos homogenatos intestinais, que apresentam a
ação combinada de pelo menos dois tipos de proteinases. Bai-
xos níveis de recuperação também foram observados no iso1a-
mento da catepsina D de Tri^toma pM^os^ojn^ pallidipenms
(HOUSEMAN & DOVJNE, 1982a) e a punficação de uma catepsina D
a partir de pupas de Aldrichi na' grahani só foi possível com
a tomada de medidas para a estabilização da atividade enzima
tica (KAWAMURA et a1., 1987) .

Os estudos sobre proteinases digestivas das larvas
de C. maculatus feitos até agora se referiram exclusivamente
à presença de proteinases cisteínicas (GATEHOUSE et aj^.. 1985;
KITCH & MURDOCK, 1986; CAMPOS et a1., 1989).Ouso do homoge-
nato intestinal não fracionado e a não utilização de inibido^
rés específicos de proteinases aspárticas na investigação
dos tipos de proteinases presentes nos IMs das larvas de C^.
maculatus podem explicar em parte o fato de GATEHOUSE et a1.
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(1982) não terem encontrado Indi'cios da presença de proteína
sés aspárticas no estudo feito usando mioglobina e vicilina
como substratos. HOUSEMAN & DOWNE (1982a,b) chamaram a aten-
cão para o fato de não ter sido possível a caracterização da
catepsina D dos IMs de R. prolixus e T. phi11osoma •pa11'i'di-
pennis antes do fracionamento dos homogenatos intestinais de
vido à interferência da presença de catepsina B.

KITCtt & MURÜOCK ( 1986) pur ificQram parcialmente uma
fração do homogenato intestinal das larvas de C. maculatus
coin propriedades tfpicas de proteinase cistefnica como ati-
vação por agentes tiólicos, inibição por agentes bloquadores
de grupos SH e com pH ótimo de hidrólise de 3Hmethemog1obina
igual a 5,0. Esta fração cistefnica parcialmente purificada
apresentou características de catepsina B, sendo a primeira
vez que se encontrou proteinase catéptica agindo extracelu-
larmente em insetos fora da ordem Hemiptera, onde foram pri-
meiramente descritas.

CAMPOS et al. (1989) isolaram três frações proteiná-
sicas todas com características de catepsina B a partir de
HI das larvas de C. maculatus. Estas frações foram diferente
mente retidas em ge1 de DEAE-Celu1ose, no entanto todas apre
sentaram o mesmo peso molecular em torno de 25.000D e o mes-
mo pH ótimo de hidrólise de azocasefna, possivelmente repre-
sentando diferentes formas isoenzimáticas.

Outras duas espécies de bruquídeos.tiveram suas pro-
teinases digestivas isoladas e parcialmente caracterizadas.
Em Acanthosceli dês obtectus a fraçâo denominada de "proteína
se purificada" por WIEMAN & NIELSEN (1987) teve sua ativida^
de contra 3Hmethemog1obi na inibida em 92% por pCMB 0,1M, 69%
por E-64 0,01mM, 100% por E-64 0,1mM e 100% por pepstatina
0,01mM. A fração foi ativada por cisteína e DTT e apresentou
dois átimos de pH para hidrólise de hemoglobina. WIEMAN &
NIELSEN (1987) admitiram que a posse de dois pHs ótimos pelo
homogenato intestinal sugeria a presença de mais de uma pro-
teinase digestiva, no entanto não fizeram nenhum comentário
a respeito dos dois pHs ótimos apresentados pela "proteinase
purificada", a qual foi considerada como uma proteinase cis-
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tefnica semelhante à isolada em C. maculatuspor KITCH & MURDOCK
(1986).

Em Z. subfasciatus foi demonstrada pela prime i ra vez

a presença de proteinase aspártica, além das proteinases cis
tefnicas em intestinos-méd1 os das larvas de um bruquídeo (LEMOS,
1988). Estas duas classes de proteinases não foram separadas
por filtração em Sephadex G-75, somente sendo isoladas por
cromatografi a de troca -iônica em DEAE-Sepharose. Neste as-
pecto as proteinases digestivas de Z. subfasciatus diferiram
das proteinases di;' G. iiidculalus que foram separadas por fi1~
tração em ge'}.'

O uso de proteinases catépticas para digestão extra-
celular de proteínas em insetos foi descrito pela primeira
vez em hemi'pfceros hematófagos (HOUSEMAN, • 1978; HOUSEMAN &
DOWNE, 1980, 1981, 1982a,b). Segundo HOUSEMAN et al. (1985)
estes hemípteros heterópteros evolufram de ancestrais tipo
homópteros sugadores de seiva vegetal, os quais perderam as
suas proteinases ser í nicas originais uma vez que suas dietas
eram isentas de proteínas. Ao retornarem a uma dieta rica em
proteínas os ancestrais dos heterópteros passaram a se uti-
1izar de proteinases lisossomais. No entanto, a existência
de famílias de heterópteros que se utilizam de proteinases
serínicas contraria esta hipótese (TERRA, 1988). Uma hipóte-
se alternativa para a evolução dos hemípteros hematófagosfoi
proposta por. TERRA (1988) observando que o.s bruquideos tam-
bem se utilizam de proteinases lisossomais como catepsina B
(KITCH & MURDOCK, 1986; CAMPOS et al., 1989). Como estes co-
leópteros se alimentam de sementes de leguminosas ricas em
inibidores de proteinases ser í nicas, ouso de proteinases 1i
sossomais pode ter evolufdo em resposta à pressão seletiva
exercida pela presença desses inibidores. Similarmente, o
uso dos mesmos tipos de proteinases pêlos reduviídeos e ou-
tros hemípteros hematófagos pode ser resultado destes inse-
tos terem evoluído a partir de hemipteros sugadores de semeji
tes da mesma forma ricas em inibidores de proteinases serfni
c as .

As propriedades da proteinase aspártica isolada de
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C. maculatus, como o pH ótimo e a alta reatlvidade contra he
iiioglobina, a caracterizam coino unia profceinase tipo catepsina
D, corn exceção do peso ffiolecutar de 62;OOOD, que está fora
da faixa típica para catepsinas D (40.000 - 50.000) (BARRETT,
1977b). Este fato está de acordo com as semelhanças observa-
das entre bruqufdeos e hemfpteros hematófagos. E provável
que a protein ase aspártica isolada de Z. subfasctatus (LEMOS,
1988) também seja uma çatepsina D, e que a inibição por
pepstatina e as evidencias de uma outra proteinase além da
proteinase cisteTnica detectada em A. obtectus (WIEMAN &
NIELSEN, 1987) também representem a presença desse tipo de
proteinase lisossomal. Provavelmente a presença de proteina-
sés lisossomais como proteinases digestivas seja um caso ge-
ra1 entre os bruqui'deos.

Uma vez demonstrada a presença de proteinases aspár--
ticas e cistefnicas em IMs larva i s de C. maculatus e Z.
subfasciatus surgem as questões a respeito da quantidade e
distribuição destas enzimas e das condições de pH em que elas
se encontram no trato intestinal das duas espécies de carun-
chos. Estas questões se tornaram relevantes em virtude de
dois fatos: primeiro, as evidências do envolvimento de fato-
rés proteicos de natureza globulínica no mecanismo de resis-
tência de certas cultivares de V. unguiculata a C. maculatus e
segundo , a observação de que as larvas de Z. subfasciatus
se desenvolvem bem tanto nas cultivares re.sistentes como nas
suscetfveis a C. maculatus (XAVIER-FILHO et al., 1989).

A quantificação das proteinases aspárticas e cisteí-
nicas em IMs das larvas de C. maculatus e Z. subfasciatus de
monstrou que em C. maculatus as proteinases cistefnicas pré-'
dominam em relação às proteinases aspárticas, e'o contrário
ocorre em Z. subfasc1atus, pois nesta espécie as proteinases
aspárticas são predominantes (TABELA 6). A comparação in-
terespecífica mostrou que Z. subfasciatus apresenta mais atj^'
vidade proteinásica do que C. maculatus em termos molares,
tendo 4,4 vezes mais proteinase aspârtica e 2,1 vezes mais
proteinase cistei'nica (TABELA 6).

A comparação das atividades hemoglobinas i ca e azoca-
seinásica entre os His das larvas dos dois bruqufdeos (FIGU-
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RÃS 8 e 9) reforça os dados das titulações, que mostraram uma
maior quantidade de protein ase aspártica, possivelmente tipo
catepsina D em Z. subfasciatus. Como este tipo de proteinase
apresenta uma grande reatividade contra hemoglobina (BARRETT,
1977b) a maior concentração de catepsina D em Z. subfasciatus
levou a uma grande diferença nas curvas de atividade hemoglo
binásica (FIGURA 8), enquanto a diferença nas curvas de ati-
vidade azocaseinas i ca não foi tão acentuada (FIGURA 9), pois
as condições do ensaio desta atividade favorecem a ação de
catepsina B, que não está presente numa diferença tão grande
entre os dois bruquídeos (Ver TABELA 6).

O fato das sementes maduras de V. unguiculata também
possuírem proteinases aspárticas (LOPES et al., 1989) chama
â atenção para a possibilidade de interferência destas enzi-
mas nas determinações de atividade hemog1obinas i ca feitas
coin os homogenatos intestinais. Porém, como mostram as TABE-
LAS 5 e 6 a atividade hemoglobi nas i ca específica e a quanti-
dade em termos molares de proteinase aspártica nas sementes
são muito menores do que nos insetos.

A determinação da distribuição das atividades hemo-
globinásica e azocaseinásica mostrou que ambas as at-rv idades
são maiores na região média dos IMs das duas espécies de bru^
quídeos (TABELA 7). A região média dos IMs também se mostrou
a mais ácida em relação às outras regiões em que foram divi-
didos os IMs das duas espécies de carunchos (TABELA 8). Os
resultados com relação aos valores de pH aqui • determinados
contrastam com os valores obtidos em IM de C. maculatus por
KITCH & MURDOCK (1986), e com os valores obtidos em IM de A.
obtectus por WIEMAN & NIELSEN (1987) uma vez que estes auto-
rés não tiveram a preocupação de fazer medidas de pH em di-
ferentes regiões, mencionando um único valor de pH para todo
o IM (6,1 para C. macula t u s e 6,5 para A. obtectus).

As diferenças nos sistemas proteinásicos digestivos
de C. maculatus e Z. subfasciatus, em particular a grande di
ferença de proteinases aspárticas, podem estar relacionadas
a capacidade de se desenvolver ou não em determinadas cu1ti-
vares de V. unguiculata. Provavelmente o maior potencial pr^'
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teinásico digestivo das larvas de Z. subfasciatus as torne
capazes de se desenvolver nas cultivares resistentes a C.
iTiaculatus.
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1 - Larvas de Ca11osobruchus maculatus se utilizam,

da iiie s in a forma que as larvas de Zabrotes subfasciatus, de

proteinases aspárticas e çistefnicas para digerirem as pró-»
te f nas de suas se ni entes hospedeiras.

2 - A proteinase aspar'tica isolada de IMs das larvas

de C. maculatus apresenta propriedades semelhantes às de ca-
teps i na D .

3 - Proteinases clsteínicas predominam em termos mo-

lares em relação às proteinases aspárticas de IM das larvas
de C. maculatus, enquanto em IM das larvas de Z. subfasciatus
as proteinases aspárticas preodminam em relação às proteina-
sés cisteínicas.

4 - Em tennos de atividade específica, os IMs das

larvas de Z. subfasciatus apresentam 3,8 vezes mais ativida-

de hemoglobi nas i ca lê 1,8 vezes mais atividade azocaseinási-
ca do que os IMs das larvas de C. maculatus.

5 - Os IMs das 1arvas.de Z. subfasciatus apresentam
4,4 vezes ni ais proteinases sensíveis a pepstatina e 2,1 ve-
zes mais proteinases sensíveis a E-64 do que os IMs das lar-
vás de €. macu1atus.

6 - A distribuição das atividades hemogtobinâsica e
azoe asei nas i c a não é uniforme ao longo dos IMs das larvas de
C. maculatus e Z. subfasciatus, sendo ambas as atividades
maiores na região média dos IMs das larvas dos dois bruquí-
deos .

7 - O pH varia ao longo dos IMs das larvas de Z.
subfasdatus e C. maculatus, sendo a região média dos IMs a
mais ácida, a região proximal a mais alcalina, com uma uni d a^
de de pH acima da região médi-a, e a região distai intermédia
ria, com meia unidade de pH acima do valor da região média.
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