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RESUMO

Uma proteinase aspdrtica com caracteristicas seme-
lhantes as de catepsina D, como alta reatividade contra he-
moglobina em comparagdo a albumina sérica bovina e um pH 6ti
mo de hidrdlise de hemoglobina igual a 3,3, foi isolada a
partir de homogenatos intestinais das larvas de Callosobruchus
maculatus através de cromatografia de exclusdao molecular em

Sephadex G-75 seguida por cromatografia de troca idnica em
CM-Sepharose. Ficou demonstrado que logo no passo de filtra-
¢do em gel as proteinases aspdrticas foram parcialmente sepa
radas das proteinases cisteinicas que também estdo presen-
tes no intestino-médio das larvas de C. maculatus (KITCH &
MURDOCK, 1986; CAMPOS et al., 1989). 0 peso molecular da pro
teinase aspdrtica isolada foi estimada através de filtragdo
em gel como sendo de 62.000D, embora tenham sido observadas
evidéncias de complexagdo da enzima com proteinas ou pepti-
deos inativos.

Os niveis de proteinases aspdrticas e cisteinicas di
gestivas das larvas de C. maculatus e de Zabrotes subfasciatus
diferiram consideravelmente. As larvas de L. subfasciatus

apresentaram 4,4 vezes mais proteinases sensiveis a pepstati
na e 2,1 vezes mais proteinases sensiveis a E-64 do que as
larvas de C. maculatus. Estes resultados estdo de acordo com
as atividades hemoglobindsica e azocaseindsica especificas,
pois as larvas de Z. subfasciatus apresentaram 3,8 vezes mais

atividade hemoglobindsica e 1,7 vezes mais atividade azoca-
seindsica do que as larvas de C. maculatus.

A distribuigdo das atividades hemoglobindsica e azo-
caseindsica ndo se mostrou uniforme ao longo dos intestinos-
médios das larvas de C. maculatus e Z. subfasciatus, sendo

ambas as atividades mais altas na regido média dos intesti-
nos-médios das larvas dos dois carunchos. 0Os valores de pH

também variam ao longo dos intestinos-médios larvais, sendo

Xiv
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a regido média a mais dcida, a regido proximal a mais alcali
na e a regidao distal com valores intermedidrios de pH em re-
lagdao as outras duas regides.



ABSTRACT

An aspartic proteinase with characteristics similar
to cathepsin D, with higher activity against hemoglobin in
comparison to bovine serum albumin and maximal hydrolysis of
hemoglobin at pH 3.3, was isolated from midgut homogenates
of larvae of Callosobruchus maculatus through gel filtration
on Sephadex G-75 followed by ion 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 purification, e.g., the gel
filtration step. The molecular weight of the aspartic
proteinase was estimated by gel 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-sensitive proteinases and 2.1 times

more E-64 sensitive proteinases than larvae of C. maculatus.
These results are in accord with the hemoglobinolytic and
azocaseinolytic 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 €. maculatus
and Z. subfasciatus was not uniform, 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 midgquts 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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1 - INTRODUGAOQ

Estima-se que na virada do século haverd cerca de 6
bilhdes de habitantes no planeta, e para que seja mantido o
mesmo nivel de nutrigdo dos dias de hoje serd necessdrio du-
plicar o suprimento de proteinas vegetais e quadruplicar a
oferta de proteinas de origem animal (GATEHOUSE, 1984). Se
considerarmos que esse aumento na oferta de proteinas de ol )
gem animal serd muito dificil de ser alcangado, principalmen
te nos paises do Terceiro Mundo, entdo é de se esperar que
as proteinas de origem vegetal venham desempenhar um papel
ainda mais importante que atualmente, participando com bem
mais frequéncia na composicdo das dietas de seres humanos.

Nesse contexto destaca-se uma das maiores familias
de fanerdgamas, a familia Leguminosae, uma das mais importan
tes sob o ponto de vista econdmico por prover um grande nime
ro de espécies (teis ao homem, seja como forrageiras, para
fins industriais ou para o consumo de suas sementes como ali
mento (HEYWOOD, 1971).

Em termos de teor em proteinas, os grios de legumino
sas representam uma fonte de inestimdvel valor, contendo de
20 a 25% dos seus pesos secos na forma desse nutriente
(GATEHOUSE, 1984). As proteinas das sementes de leguminosas,
entretanto, sdo consideradas de qualidade nutricional infe-
rior as proteinas de origem animal (SALES & RODRIGUEZ, 1988).
Em conjunto elas sdo deficientes nos aminodcidos sulfurados
mefionina e cisteina (GATEHOUSE, 1984; SALES & RODRIGUEZ, 1988)
e apesar de suas globulinas de reserva representarem uma ri-
ca fonte de proteinas dietéticas, as sementes apresentam tam
bém algumas proteinas consideradas fatores antinutricionais,
como, por exemplo, as lectinas, os inibidores de proteinases
e as proteinas alergénicas (GATEHOUSE, 1984; XAVIER-FILHO &
VENTURA, 1988; PUSZTAI, 1989). A combinagdo com cereais e 0
tratamento térmico eliminam, porém, estas desvantagens resul



tando em dietas com alto valor nutricional (SALES&:RONHGUEZ,
1988) .

0 consumo dos grios de leguminosas, no entanto, 3
restringido em virtude das perdas provocadas por coledpteros
pertencentes a familia Bruchidae (SOUTHGATE, 1979). Além do
homem, sé os bruguideos conseguem explorar as sementes de le
guminosas extensivamente, contrastando com a maior parte dos
grupos animais que se utilizam de proteinases serfinicas para
digerir as proteinas de suas dietas, como as aves, o0s mamife
ros.e os préprios insetos (NIELSEN, 1988).

O homem suplantou os efeitos téxicos das proteinas
de legumes através da cocgao comum, de modo que suas protei
nases digestivas agem sobre as proteinas ja desnaturadas. Com
respeito aos bruquideos, no entanto, a maneira como estes in
setos digerem as proteinas em estado nativo e como conseguem
suplantar os efeitos das proteinas potencialmente toxicas
das suas sementes hospedeiras ainda nio est§ totalmente es-
clarecida. Na lileratura encontram-se alguns resultados dis-
crepantes em relagdo a capacidade dos bruguideos em Tlidar com
certas proteinas potencialmente tdéxicas de legumes, e ha tam
bém algumas discrepdncias com respeito a presenca e aos ti-
pos de proteinases digestivas utilizadas pelos brugquideos.

0 estudo das proteinases digestivas de bruquideos
além de ter um grande interesse do ponto de vista da fisiolo
gia comparada, como, por exemplo, a comparagao destas enzi-
mas com as proteinases utilizadas na mobilizagdo das protef-
nas das sementes durante a germinagdo, e a propria digestdo
das proteinas das sementes de leguminosas por proteinases de
mamiferos, € interessante também sob a perspectiva de reve-
lar um alvo vulnerdvel na fisiologia destes insetos que po-
derd orientar programas de melhoramento genético visando a
produgdao de grdos resistentes ao ataque de bruquideos, ou,
por outro lado, fornecer informacdes que levem ao entendimen
to dos mecanismos de resisténcia observados em algumas culti
vares de espécies agrondmicas, onde acredita-se que ha o en-

volvimento de proteinas tdéxicas.



1.1 - 0 Feijdo-de-corda e sua Importancia Social e Econdmica

0 feijdo-de-corda, Vigna unguiculata (L.) Walp., tam
bém chamado de feij3do macassar ou caupi, € uma leguminosa co
mestivel dotada de alta rusticidade e que se adaptou bem as
condigdes brasileiras de clima e de solo. E cultivado princi
palmente por pequenos agricultores para a produgdo de grdos,
tratando-se de um alimento bdsico para as populagdes pobres
das regides Norte e Nordeste do Brasil, bem como em regides
de outros paises localizados nos trdpicos e subtrdpicos, es-
pecialmente no Sudeste dos Estados Unidos e Qeste e Centro
da Africa (SINGH & RACHIE, 1985). A Nigéria, o Brasil e 0
Niger sdo os maiores produtores, respondendo por mais de 70%
da produg¢do mundial dessa cultura (JACKAI & DAOQUST, 1986),
enquanto no Brasil o estado do Ceard é o maior produtor (FREIRE-
FILHO, 1988).

0 feijdo-de-corda tem um elevado valor nutricional,
representando a principal e mais barata fonte de proteina
(cerca de 24%) para as populacdes de baixa renda do Norte ]
Nordeste brasileiros, principalmente nas zonas rurais. Além
de proteinas, o feijdo-de-corda também é uma boa fonte de
carboidratos (cerca de 55%), de cdlcio (cerca de 80mg/100g),
de fosforo (cerca de 500mg/100g)ede ferro (de 3,04 a 7,83mg/100q)
(SALES & RODRIGUEZ, 1988). 0 consumo didrio .do feijdo-de-cor
da faz parte dos hdbitos alimentares do povo nordestino, prin
cipalmente no interior, enquanto nas outras regides do pafis,
o feijdo mulatinho, Phaseolus vulgaris, é o mais consumido
(SALES & RODRIGUEZ, 1988). Alguns autores sugerem que o feijdo-de-corda
possui propriedades nutricionais superiores as do feijao mu-
latinho (TEIXEIRA et al., 1988; SALES & RODRIGUEZ, 1988).

A espécie Vigna unguiculata originou-se nas regides

de savana do Centro ou, mais provavelmente, do Oeste da ﬁfri
ca (NG & MARECHAL, 1985) e da mesma forma que outras cultu-
ras que se expandiram a partir do seu ponto de origem, atra-
vés da domestificagd3o e cultivo pelo homem, essa espécie tor
nou-se sujeita ao ataque por uma infinidade de insetos (JACKAI



& DAOUST, 1986). Apesar da importdncia social e do potencial
econdmico que representa, a cultura do feijao-de-corda apre-
senta ainda baixos rendimentos médios. Além da maneira pouco
eficiente com a qual vem sendo explorada, principalmente co-
mo cultura de subsisténcia, os ataques de insetos que assoO-
lam o feijdo-de-corda em todos os estdgios do seu ciclo bio-
I6gico contribuem consideravelmente para o abaixamento da
produtividade da cultura, como evidenciado pela observacgao
de que ocorre aumentos drdsticos na produgdo quando sdo fei-
tas aplicacdes de inseticidas (WARUI, 1984; JACKAI & DAOUST,
1986). Ndo bastassem as perdas no campo devidas aos ataques
de insetos as plantas e aos frutos, a cultura do feijdo-de-
corda ainda estda destinada a sofrer enormes danos causados
pela infestacdo dos graos ja desenvolvidos e estocados por

uma série de bruguideos.

.2 - Callosobruchus maculatus e Zabrotes subfasciatus, 05

Prncipais Predadores dos Graos Armazenados de Vigna
unguiculata T

A infestagdo das vagens e sementes do feijdo-de-cor-
da pode comegar no campo e eventualmente continuar durante a
estocagem dos grdos, dependendo da espécie de bruquideo. A
infestagao em condigdes de campo é comparativamente muito me
nor do que a observada gquando os grdos estdao estocados, isto
porque a infestacgdo no campo é feita predominantemente por
espécies selvagens de bruquideos que ndo se adaptam muito
bem as condigdes impostas pela armazenagem dos grdos, e por
isso, raramente conseguem prolongar a infestagdo através de
geracgdes sucessivas (PREVETT, 1961; BOOKER, 1967; WARUI, 1984).

Ao contrdrio das espécies "de campo" que ndo s3ao ca-
pazes de causar qrandes danos aos graos estocados, as espé-

cies Z. subfasciatus, e principalmente C. maculatus se des-

tacam como bruquideos que apresentam através de muitos as-
pectos de sua biologia uma adaptagdo impressionante para in-
festar e consumir os grdos de V. unguiculata, gquando estes




se encontram secos e estocados, embora ambas as espécies se-
jam habeis para infestar os seus hospedeiros no campo.
De longe C. maculatus é a mais importante peste dos

graos armazenados de V. unguiculata. Essa espécie de bruquf-

deo ocorre onde quer que a cultura do feijdo-de-corda seja
explorado e frequentemente infesta de 50 a 100% dos graos en
tre 3 e 5 meses sob condigdes ordindrias de estocagem (JACKAI
& DAOUST, 19845 SANTOS et al., 1988) Somente na Nigéria, on
de os estragos causados por C. maculatus em grdos de V. un-
guiculata foram estudados em mercados por um periodo de oito
anos, ficou estimado que as perdas chegavam a 30.000 tonela-
das anuais (JACKAI & DAOUST, 1986). As perdas econdmicas de-
vidas a redugdo na qualidade do grdo e no potencial de germi
nacdo das sementes se tornam ainda mais importantes que a
mera perda em termos de massa. Os grdos com evidéncias de in
festagdo sdo geralmente mal aceitos pelos consumidores, 0
que leva a uma redugdo considerdvel no seu valor comercial,
como confirmado por uma avaliagdo feita no Ceard, onde ficou
demonstrado que para um indice de 5% de injuria devida a in-
festagdo por C. maculatus, correspondeu a uma redugdo de 53%
no valor comercial do produto (BASTOS, 1973). A redugdo do
potencial de germinacdo das sementes de V. unguiculata esta

diveltamente relacionada ao grau de infestagdo pelo caruncho,
chegando a 100% em sementes com mais de 4 furos indicativos
da emergéncia de adultos do inseto (SOUTHGATE, 1979; SANTOS
el al., 1988).

Callosobruhcus maculatus apresenta dimorfismo no es-

tdgio imaginal, as chamadas forma "ativa", dispersante, e
forma "normal", sedentdria. Essas duas formas diferem ndo sé
nos seus caracteres morfoldgicos, o0s quais sdo usados para
identificd-las, mas também nas suas caracteristicas fisiold-
gicas e comportamentais (SANO-FUJII, 1984). A forma ativa es
td adaptada a dispersio e a viver em condigdes de campo, en-
quanto a forma normal esta bem adaptada a sua fungdo de con-
sumir grdaos estocados (SANTOS, 1971; SOUTHGATE, 1979; SANO-
FUJIT, 1984, 1986).

A infestagdo de V. unguiculata no campo pode ocorrer




por ambas as formas. Embora o grau de infestagdo seja geral-
mente pequeno em safras recém-colhidas, a alta fecundidade e
o curto tempo de cada geragdao da forma normal levam a um ra-
pido aumento da populagdo dos insetos e dos estragos que eles
causam (JACKAI & DAOUST, 1986). A forma ativa é rara, sO0 de-
senvolvendo-se em condigdes especiais, enquanto a forma nor-
mal ou sedentdria é a forma comum, que se alastra com muita
facilidade. E a forma normal a responsdvel direta pelos gra-
ves danos nos grdaos armazenados, e serd em relagdo a esta
forma que vou sempre me referir de agora em diante pelo nome
especifico de Callosobruchus maculatus simplesmente.

A espécie Callosobruchus maculatus foi descrita pela

primeira vez em 1775 por Fabricius, sob o nome especifico de

Bruchus quadrimaculatus, e na ocasido o autor atribuiu sua

origem ao continente americano, hoje porém, C. maculatus €
considerado como origindrio do Velho Mundo, provavelmente da
Africa (DOMENICHINI, 1951).

Os adultos de C. maculatus medem aproximadamente 3mm

de comprimento; a cor bdsica dos élitros varia de testdceo a
preto com trés manchas escuras bem definidas; a cor do pigi-
deo da fémea varia de marrom a preto, com uma fina linha de
pubescé&ncia seqguindo a linha central (SANTOS, 1971). 0 ciclo
bioldgico da espécie segue 0s mesmos passos bdsicos dos ou-
tros bruquideos. A fémea deposita os ovos individualmente so
bre a superficie das sementes, ou mais raramente nas vagens
(DICK & CREDLAND, 1984; MESSINA, 1984). A larva quando eclo-
de penetra através do tegumento e alcanga o cotilédone, no
interior do qual ela ird se desenvolver ao longo de mais trés
instares larvais, sempre escavando um tinel até alcangar 0
instar caracteristico de pré-pupa e depois o de pupa. Antes
de passar a pré-pupa a larva do 42 instar erode a superficie
interna do tegumento preparando a janela pupal de forma cir-
cular através da qual o adulto emergird com facilidade
(DOMENICHINI, 1951; HOWE & CURRIE, 1964). A copulagdao pode
ocorrer dentro de poucos minutos apés a emergéncia e a fémea
fecundada pode ovipositar dentro de uma hora (CREDLAND,  1987)
Os adultos ndo possuem aparelho bucal funcional e normalmen-



te ndo vivem muito, tendo como principal fungdo a cdpula e a
postura dos ovos (REDDEN et al., 1983). A duragdo dos insta-
res pré-imaginais varia de acordo com as condigdes fisicas
do ambiente, do substrato e das ragas geogrdficas da espécie
(HOWE & CURRIE, 1954; DICK & CREDLAND, 1984). Em caso de se-
mentes suscetiveis de V. unguiculata a emergéncia pode ocor-

rer por volta de 30 dias apds a oviposicdo. A temperatura 6ti
ma para o desenvolvimento de C. maculatus estd préxima a
30°C, e segundo DICK & CREDLAND (1984) outros fatores, tal
como umidade, sdo de menor importdancia, desde que nd3o este-
jam nos seus extremos.

Como uma espécie predadora de grios C. maculatus foi
e continua sendo transportado através do comércio para diver
sas regides do mundo, resultando numa distribuigdo muito ex-
tensa e descontinua. Nestas condigdes era de se esperar que
a espécie desenvolvesse populagdes adaptadas as condigbes 1o
cais com 6timos e limites de tolerdncia ajustados as diferen
tes condigdes encontradas, dando origem as chamadas ragas
geogrdficas ou ecdtipos (0DUM, 1985). Apesar do grande nime-
ro de trabalhos feitos sobre facetas da biologia de C. macu-

latus, a desconsideracdo da variabilidade que a espécie apre
senta levou a resultados ambiguos ou divergentes sobre um
inico aspecto ou parametro de sua biologia (DICK & CREDLAND,
1984). As diferengas em aspectos importantes da biologia en-
tre racas as vezes sdo tdo significativas, gue se torna in-
conveniente referir C. maculatus como uma espécie uniforme,
0 mais apropriado sendo sempre mencionar a origem da coldnia
com a qual se estd pesquisando (CREDLAND, 1986).

A importancia de se considerar as diferencas entre
ragas geogrdficas de C. maculatus foi posta em evidéncia com
0os resultados de REDDEN et al. (1983), DICK & CREDLAND (1984,
1096 a,b), CREDLAND (1986, 1987), CREDLAND et al. (1986) e
CREDLAND & DICK (1987). Estes autores trabalharam com popula-
GOes coletadas em dreas geogrdficas 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 Repiblica Arabe do Yemen e "IITA",




obtida de coldnias mantidas sobre sementes de V. unguiculata

no Instituto Internacional de Agricultura Tropical, na Nigé-
ria (REDDEN et al., 1983; DICK & CREDLAND, 1984).

As trés ragas diferiram em caracteristicas biondmi-
cas bdsicas como o periodo de desenvolvimento e a produgdo
de ovos. Enquanto as fémeas das ragas do Yemen e do Brasil
apresentaram uma postura média de 40 ovos, quando confinadas
sobre uma dnica semente de V. unguiculata, a raga nigeriana

foi capaz de pOr uma média de 75 ovos nas mesmas condigbes
(DICK & CREDLAND, 1984). Em termos de producido de adultos a
raga "Yemen" se mostrou muito inferior as outras duas ragas,
apresentando também o mais longo periodo de desenvolvimento,
0 que foi relacionado ao fato dos adultos desta raga apresen
tarem mais do dobro do peso fresco das outras duas ragas, e
suas larvas consumirem cerca de duas a trés vezes mais con-
tedido da semente (DICK & CREDLAND, 1984; CREDLAND & DICK,1987).

Trabalhando com as ragas "IITA" e "Campinas", REDDEN
et al. (1983) mostraram que estas duas ragas diferiam quanto
a sua capacidade de se desenvolver em sementes de uma culti-
var resistente obtida na nigéria, a cultivar TVu 2027. En-
quanto a raga nigeriana apresentou um indice de 41% de sobre
vivéncia nas sementes de TVu 2027, a raga brasileira foi bem
mais afetada, apresentando somente 11% de sobrevivéncia. Pos
teriormente DICK & CREDLAND (1986a), utilizando além dessas
duas ragas, a raga proveniente do Yemen, mgstraram gue as
trés ragas diferiam entre si quanto aos parametros medidos
relacionados a antibiose associada as sementes de TVu 2027.
A raga "Campinas" teve um indice de sobrevivéncia de 9.3%,
um indice bem abaixo daqueles apresentados pelas outrac
ragas, que nao diferiram significantemente entre si (6.
ra a raga "Yemen" e 70,8% para a raca "IITA").

Além da espécie V. unguiculata, que é considerada a

hospedeira primdria de C. maculatus, hda vdrios registros na
literatura de outras espécies de legumes que sdo 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 sdao hoje cultivados e estocados pelo homem.



JANZEN (1977) compilou um ndmero em torno de 35 espécies de
leguminosas onde as larvas de C. maculatus conseguem se de-
senvolver, embora o prdéprio JANZEN (1977) tenha considerado
esse nimero como superestimado em virtude de registros equi-
vocados que ocorreram no passado. WASSERMAN (1986) cita que
pelo menos 13 espécies de leguminosas, distribuidas em 9 gé-
neros pertencentes as tribos Vicieae e Phaseoleae, sdo ata-
cadas por C. maculatus.

Vdrios estudos foram feitos comparando-se o desenvol
vimento de C. maculatus em seu hospedeiro primdrio e em es-
pécies que sdo utilizadas como hospedeiros secundarios, e
até espécies selvagens foram testadas em laboratdrio para in
vestigagdo da capacidade de C. maculatus em suportar a mudan
¢a de hospedeiro. HOWE & CURRIE (1964), por exemplo, compara
ram o desenovlivimento de C. maculatus em dez leguminosas cul
v tivadas e concluiram que em somente duas espécies, vigna
radiata (= Phaseolus aureus) e V. mungo (= Phaseolus mungo),
0 bruquideo se desenvolveu dentro de parametros compardveis
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 laboratério de Samaru, ape-
nas uma, V. radiata, se mostrou como dieta satisfatdria. Nas
demais espécies ocorria extensdo do periodo de desenvolvi-
mento e uma alta mortalidade larval. CHANDRAKANTHA & MATHAVAN
(1986) estudaram o desempenho em termos de velocidade de de-
senvolvimento e aumento em biomassa de C. mauclatus infes-
tando sementes de V. unguiculata, V. radiata e Dolichos lablab.
Esses autores mostraram que o tempo de desenvolvimento do inseto em

sementes de V. unguiculata e V. radiata ndo diferiu signifi-

cativamente, porém o peso final de C. maculatus em sementes
de V. unguiculata foi 62% maior do que o alcangado em semen-

tes de V. radiata, enquanto nas sementes de D. lablab o tem
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 mudanga de hospedeiro em di
ferentes ragas de C. maculatus foi feito por CREDLAND (1987).
Ele usou uma racga oriunda da Turquia que foi coletada e man-
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tida sempre em sementes de Lens esculenta, e comparou o de-

senvolvimento dela com a raga "Campinas" ao longo de nove ge
ragbes, tanto em sementes de L. esculenta como em sementes
de V. unguiculata. Foi observado que apesar da raga turca

ter se mostrado bem adaptada a viver em lentilhas, ela nio
perdeu a capacidade de se desenvolver em sementes de V. un-
guiuclata, pois em somente duas geragdes a raga turca apre-
sentou parametros de desenvolvimento semelhantes aos da raga
"Campinas". 0 mais interessante foi a observacdo de que a ca
pacidade de utilizar lentilhas diminuiu progressivamente ao
longo das geragdes, de 84% de emergé@ncia na primeira geragio
para 53 e 55% na oitava e nona geragBes respectivamente, en-
quanto o periodo de desenvolvimento quase duplicou entre a
primeira e a nona geragdo. 0 desempenho das larvas da raga
"Campinas" em sementes de lentilha foi tdo mau que nao foi
possivel fazer os estudos além da primeira geragdao. Jd o de-
senvolvimento das ragas da Turquia e de Campinas foi seme-
lThante em sementes de V. unguiculata.

0 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 et al., 1986; SIMMONDS et al., 1989). No entanto,
to essa assergdo desconsidera pontos muito importantes, como
o fato de quase a totalidade das espécies de legumes testa-
das se tratar de plantas cultivadas e que mesmo assim o de-
senvolvimento do caruncho ndo é nada bom. Como expressou JANZEN
(1977) "€ tentador sugerir que a razdo pela qual C. maculatus
consegue se desenvolver num grande nimero de espécies (e gé-
neros) de legumes usados para o consumo humano é que 0S ho-
mens selecionaram sementes com baixos teores de compostos se
cunddrios, e ndao porque C. maculatus tenha uma habilidade
excepcional para lidar com as defesas quimicas das sementes"”.
Um exemplo disso foi dado pelo prdéprio JANZEN (1977) com o
caso das sementes de Phaseolus lunatus, que em estado selva-

gem apresenta de 2 a 3% do seu peso seco na forma do glicosi
deo cianogénico, linamarina, e nas quais as larvas de G

maculatus morrem logo ao entrar em contato com os cotilédo-
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nes; em sementes desse legume estocadas no comércio h§ somen
te tragos, ou mesmo auséncia de linamarina, e nessas semen-
tes C. maculatus consegue se desenvolver, mesmo que nao mui-
to satisfatoriamente.

E claro que ndo estd excluida a possibilidade de C.
maculatus infestar espécies selvagens de leguminosas, pois
como mostrou JANZEN (1977), de 63 espécies de legumes selva-
gens que ele estudou e que ocorrem na drea de distribuicgao

de C. maculatus, em somente uma delas, Rhynchosia calycosa,

0 caruncho consequiu se desenvolver de ovo a emergéncia de
adultos. Porém ndo basta ser capaz de se desenvolver nas se-
mentes de determinada espécie para passar a utilizar esta es
pécie como hospedeiro reqgular. No caso de R. calycosa, JANZEN
(1977) argumentou que seriam necessdrias mudangas no compor-
tamento exploratdrio do inseto, e que este se tornasse capaz
de tolerar o microhabitat ocupado pelo novo hospedeiro. No
entanto, a utilizagdo de outras sementes na lista de hospe-
deiros, mesmo que nio envolva necessariamente mudangas brus-
cas na biologia do inseto, ndo se di de uma forma imediata,
como observado no caso de L. subfasciatus em relacdo a V.

unguiculata.

1.3 - Zabrotes subfasciatus, um predador secunddrio das S€-
mentes de V. unguiculata

L. subfasciatus é uma espécie menor do que C. macu-
latus, medindo de 1,8 a 2,5mm de comprimento e apresentando
um acentuado dimorfismo sexual, onde a fémea, que € maior do
que o macho, apresenta duas manchas brancas nos élitros e o
macho apresenta uma cor marrom pubescente uniforme (HOWE &
CURRIE, 1964). 0 seu ciclo bioldgico é semelhante ao de €.
maculatus, inclusive com evidéncias de variagdes interraciais
(MEIK & DOBIE, 1986). Em estado selvagem Z. subfasciatus in-
festa sementes de P. lunatus (JANZEN, 1980; JOHNSON, 1981),

que é considerado um reservatério utilizado pelo brugquideo
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para se manter nos intervalos de intersafras nos quais nao
ha plantagdes disponiveis do seu hospedeiro preferido, Pa
vulgaris (PIMBERT, 1985).

A espécie Z. subfasciatus & origindria do Novo Mundo
(América Central e do Sul), onde é considerada especialista
em relagao aos legumes P. vulgaris e P. lunatus, tanto em
condigdes de campo como nos grdos estocados, constituindo-se
numa séria peste dessas culturas (GOLOB & KILMINSTER, 1982;
PIMBERT, 1985; MEIK & DOBIE, 1986). Como predador de grados
estocados, Z. subfasciatus tem sido introduzido através do

comércio em muitos paises onde ocasionalmente tem atacado ou
tros legumes, e entre eles V. unguiculata estd incluida (MEIK
& DOBIE, 1986). No entanto, como ocorre com C. maculatus, Z,

subfasciatus ndo utiliza outras espécies t3o intensamente co

Mo 0s seus hospedeiros naturais. Excegdo feita a infestacgdo
de sementes tanto de Phaseolus Spp. quanto de V. unguiculata

em Uganda, onde L. subfasciatus se tornou a peste mais comum
dessas culturas (MEIK & DOBIE, 1986), nio ha registros de Z.
subsfasciatus causando sérios danos a sementes de V. ungui-
culata em outros locais.

0 fato de Z. subfasciatus ndo infestar mais intensa-

mente as sementes de V. unguiculata é intrigante, pois além

desta espécie de bruquideo ocorrer simpatricamente com o fei
jdo-de-corda, ela é plenamente capaz de se desenvolver nas
sementes desse legume, como foi comprovado por MEIK & DOBIE
(1986), os quais trabalhando com populagdes de Z. subfasciatus

coletadas a partir de sementes de P. vulgaris e V. unguicu-
lata mostraram que nido havia diferenga no desenvolvimento de
ambas as populagdes nas duas espécies de legumes,

— e — —_

Fazendo um retrospecto, a8 luz dos dados que dispomos
atualmente, é intrigante o fato de que as investigagdes so-
bre o conjunto V. unguiculata - C. maculatus tenham levado a
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énganos, tanto com relagdo ao bruquideo quanto com relagdo 2a
semente. Isto levou ao estabelecimento de verdadeiros dogmas
na literatura especializada com relagdo a capacidade dos ini
bidores de tripsina em inibir o desenvolvimento de bruqui-
deos.

Esses enganos comecaram com a primeira investigacao
sobre proteases digestivas de bruguideos realizada por
APPLEBAUM (1964) na qual foram usadas duas espécies: Callo-
sobruchus chinensis e Acanthoscelides obtectus. Neste estudo
ele concluiu que ambas as espécies de bruquideos apresentavam

baixissima atividade proteolitica, quando comparada a ati-
vidade das enzimas tripsina e quimiotripsina e com o homoge-
nato intestinal do besouro Tenebrio molitor (Tenebrionidae),

0O que o levou a sugerir a hipotese de que 0s bruquideos de-
viam ter perdido suas proteases digestivas, apresentando so-
mente uma atividade residual, due aliada as proteases e aos
peptideos e aminodcidos endogenos das sementes seriam os res
ponsdveis pelo fornecimento de aminodcidos para o desenvolvi
mento larval. Segundo APPLEBAUM (1964) a perda das protea-
ses digestivas dos bruquideos seria uma adaptacido imposta
pelas altas concentracgdes de inibidores de tripsina nas se-
mentes de leguminosas.

A hipotese de APPLEBAUM (1964) foi bem aceita e re-
sultados posteriores mostrando que os inibidores de tripsi-
na ndo tinham efeito sobre as larvas de C..maculatus eram 12
terpretados a luz desta hipotese, como, por exemplo, os re-
sultados obtidos por JANZEN et al. (1976, 1977). Ainda na dé
cada de 80 JANZEN cita o trabalho de APPLEBAUM (1964) para
Justificar a capacidade dos bruguideos em infestar sementes
ricas em inibidores de tripsina (JANZEN, 1980) e para ilus-
trar a necessidade dos bruquideos em se utilizar dos aminod-
cidos das sementes por falta de proteases (JANZEN, 1981).

As idéias reinantes na literatura com relagdo a capa
cidade de inibidores de tripsina em conferir resisténcia con
tra bruquideos comegou 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
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resisténcia a C. maculatus no IITA, em Ibadan, Nigéria. So-
mente uma cultivar, TVu 2027, apresentou niveis satisfatg-
rios de resisténcia (REDDEN et al., 1983). Depois outras cul
tivares foram obtidas a partir de TVu 2027 (SANTOS et al.,
1988) . o
Trabalhando com a cultivar TVu 2027, um grupo ingl@s
da Universidade de Durham atribuiu a resisténcia a C. macu-

latus ao elevado nivel de inibidor de tripsina encontrado na
cultivar nigeriana, cerca de 2 a 3 vezes mais do que nas cul
tivares suscetiveis que eles utilizaram (GATEHOUSE et al.,
1979). Neste trabalho de 1979 encontra-se o trecho "A inibi-
¢do da atividade proteolitica tipo tripsina extraida das lar
vas de C. maculatus, pelo extrato de feijdo-de-corda e pelo
inibidor purificado de feijdo-de-corda foi observada em ex-
perimentos preliminares. Isso implica que a atividade anti-
metabdlica do inibidor de tripsina é devida 3 inibicdo dire-
ta da protedlise larval, e desta maneira da utilizagdo de
proteinas". Ainda no mesmo trabalho encontra-se o trecho: "Os
resultados também sugerem que o limiar no qual o inibidor se
torna toxico para as larvas encontra-se entre 0,5 a 0,8%"Y,
Num segundo trabalho, GATEHOUSE & BOULTER (1983) admi-
tem que a participacdo do inibidor de tripsina € parcial e
em determinado trecho encontra-se o sequinte: "Estes resulta
dos mostraram que mesmo ao nivel de 1,5% o inibidor de trip-

sina de V. unguiculata é um antimetabdlito efetivo de C. ma-

culatus, apesar de que 10% de incorporagdo nao inibiu o de-
senvolvimento de todas as larvas até o estdgio de adultos".
Verifica-se que estes valores sdo muito maiores do que os 11
miares citados anteriormente (GATEHOUSE et al., 1979).

A idéia da resisténcia da cultivar TVu 2027 ser de-
vida totalmente ou em parte ao inibidor de tripsina foi de
pronto aceita e amplamente divulgada na literatura especiali
zada (ver XAVIER-FILHO et al., 1989). JANZEN, por exemplo,
que antes ndo considerava os inibidores de tripsina como agen-
tes efetivos contra os bruquideos, passou a exemplificar es-
ses compostos como agentes de defesa contra insetos citando
entre outros GATEHOUSE et al., 1979 (JANZEN et al., 1986).



15

SG6 recentemente, apds 20 anos do trabaiho original
de GATEHOUSE e colaboradores, a idéia firmemente arraigada
na literatura de que o inibidor de tripsina € o responsdvel
pela resisténcia de alqumas cultivares de Y. unguiculata a
C. maculatus estd sendo superada. De fato, novas descobertas
tanto do lado do bruquideo quanto do lado da semente excluem
a possibilidade do inibidor de tripsina de V. unguiculata
conferir resisténcia a C. maculatus, e provavelmente a qual-
quer outro bruquideo.

Do lTado da semente ficou demonstrado que ndao had cor-
relacdo entre resisténcia e suscetibilidade de diversas cul-

tivares de V. unguiculata a C. maculatus e os niveis encon-

trados de inibidores das proteinases serinicas quimiotripsi-
na, subtilisina e tripsina (BAKER et al., 1989; XAVIER-FILHO
et al., 1989) e de inibidores da proteinase cisteinica papai
na (BAKER et al., 1989; XAVIER-FILHO et al., 1989)

Da parte do inseto avancos considerdveis foram alcan
¢ados superando os resultados de APPLEBAUM (1964), os quais
podem ser entendidos em face dele ter trabalhado sempre em
condigoes alcalinas de pH, condicionado pela idéia dominan-

te na época de que as proteinases digestivas de insetos de-
viam ser similares as de mamiferos, tripsina e quimiotripsi-
na. Em contraste, XAVIER-FILHO & COELHO (1980) trabalhando
com extrato de larvas de C. maculatus demonstraram a existén
cia de atividades contra hemoglobina e azogaseina com pHs
o0timos de 3,5 e 5,0 respectivamente. Posteriormente GATEHQUSE
et al., (1985) confirmaram a presencga de proteinases em in-
testinos-médios das larvas de C. maculatus. Em clara contra-
digdo com sua sugestdo anterior da existéncia de atividade
tipo tripsina em larvas de C. maculatus (GATEHOUSE et _al.,
1979), a atividade proteolitica do homogenato intestinal foi
caracterizada como sendo devida principalmente a uma protea-
se SH dependente, com pH 6timo de hidrélise entre 5,4 e 5,6
para vicilina e 5,6 para mioglobina, insensivel aos inibido-
res de proteinases serinicas PMSF e TPCK, inibida pelos ini-
bidores de proteinases cisteinicas leupeptina, pCMB, e pMCS
e ativada por DTT. Foram verificados também os efeitos de
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inibidores protéicos sobre as atividades contra mioglobina e
vicilina. 0 inibidor de tripsina isolado de sementes de V.
unguiculata inibiu parcialmente, enquanto o inibidor de pa-
paina também isolado das sementes de V. unguiculata inibiu
consideravelmente a atividade proteolitica do homogenato in-
testinal das larvas de C. maculatus. Neste trabalho GATEHOUSE
et al. (1985) ndo usaram nenhum inibidor de proteinases aspdrti-
cas durante a investigagdo da natureza da(s) protease(s) lar

val, e mesmo apds esses resultados continuaram considerando

0 inibidor de tripsina envolvido na resisténcia de V. ungui-
culata a C. maculatus.

KITCH & MURDOCK (1986) ampliaram a caracterizacdo da
proteinase cisteinica das larvas de C. maculatus trabalhando
com o homogenato intestinal e com uma fragdo parcialmente pu
rificada. A atividade contra Hmethemoglobina destas fragdes
foi inibida por dcido iodoacético, NEM, leupeptina, antipaf-
na e E-64, o qual foi efetivo em concentragdes submicromola-
res, e ativada por DTT, cisteina, glutatido e mercaptaeta-
nol. Também foi observada inibigdo da atividade hemoglobina-
sica tanto do homogenato intestinal, quanto da fracao par-
cialmente purificada por pepstatina, um inibidor considerado
especifico para proteinases aspdrticas (UMEZAWA, 1978; STOREY
& WAGNER, 1986). KITCH & MURDOCK ndo encontraram evidéncias
de proteinases tipo tripsina em intestino-médio das larvas
de C. maculatus, e também nio expressaram interesse em veri-
ficar a presenga de proteinases aspdrticas, mesmo verifican-
do a inibigdo por pepstatina e por DAN (diazoacetilnorleucil
metil éster).

CAMPOS et al. (1989) isolaram trés fragdes proteolfi-
ticas do homogenato intestinal de C. maculatus, todas trés
eluidas num mesmo pico em Sephadex G-100, ~correspondendo a
um peso molecular de 25.000D e depois separadas por troca id
nica em DEAE-Celulose. As trés fragdes apresentaram caracte-
risticas de proteinases cisteinicas, como pH é6timo para hi-
drdlise de azocaseina entre 5,0 e 6,0, ativagdo por cisteina
e DTT, e inibicdo pelos compostos bloqueadores de grupos SH
dcido iodoacético, iodoacetamida, pCMB e E-64. As fragdes

isoladas ndo foram inibidas pelo inibidor de tripsina de se-
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mentes de V. unguiculata, porém foram fortemente inibidas por
cistatina e pelo inibidor de papaina isolado de sementes de
V. unguiculata. Este inibidor, embora tenha se mostrado bas-

tante efetivo, se encontra presente numa concentracdo muito
baixa nas sementes, cerca de 0,0001% por peso seco.

A falta de correlagdo entre resisténcia e suscetibi-
lidade e niveis dos diversos compostos até agora testados,
a0 mesmo tempo que nega a sugestdo de GATEHOUSE et al. (1979)
leva-nos a estaca zero quanto 3 questdo de qual o fator (ou
fatores) que estd envolvido na resisténcia observada em cer-
tas cultivares de V. unguiculata a C. maculatus. A observagao

de que alguns adultos conseguem emergir de sementes resis-
tentes e de que é possivel encontrar larvas diminutas, mas
ainda vivas vdrios dias apoés a infestacado (observacgdo pes-
soal) sugere que a resisténcia seja consequéncia de um efeij-
to crdnico. Experimentos preliminares mostraram que fracio-
nando a farinha da cultivar resistente IT 81D 1045, e incor-
porando em dietas semjartificiais, a antibiose era observada
somente com a incorporagao da fracdo Globulina (XAVIER-FILHO
et al., 1989).

Trabalhando com Z. subfasciatus LEMOS (1988) isolou
€ caracterizou parcialmente uma proteinase aspdrtica ao lado

de proteinases cisteinicas em intestinos-médios desse bruqui
deo. 0O fato de que L. subfasciatus se desenvolve bem em cul-
tivares de V. unguiculata resistentes a C.,maculatus (XAVIER-

FILHO et al., 1989) e o possivel envolvimento de um fator
protéico no mecanismo da resisténcia levantam a seqguinte

questdo: a diferenga em termos quantitativos e/ou qualitati-
vos das proteinases digestivas desses dois bruguideos esta-
ria relacionada a capacidade de sobrepujar as defesas de
certas cultivares de V. unguiculata? Para responder esta ques-

tdo é importante determinar as possiveis diferengas entre as
proteinases digestivas das duas espécies.
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1.5 - Objetivos
0 objetivo deste trabalho de tese & verificar se as

larvas de C. maculatus possuem ou ndo proteinase aspartica
digestiva a exemplo de L. subfasciatus, caso positivo, veri-

ficar se as diferentes proteinases digestivas nas duas espé-
cies se encontram em concentragdes significantemente diferen
tes; propde-se também a determinar a distribuigdo dessas pro
teinases e das condigoes de pH ao longo dos intestinos-médios

das duas espécies de bruquideos.



2 - MATERIAIS

Os insetos da espécie Callosobruchus maculatus (Co-
leoptera : Bruchidae) utilizados neste trabalho foram obti-
dos de uma coldnia mantida no Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara (UFC).
Esta coldnia foi iniciada no ano de 1979 com insetos forneci
dos pelo Professor José Higino Ribeiro dos Santos do Centro
de Ciéncias Agrdrias da UFC. Os insetos da espécie Zabrotes
subfasciatus (Coleoptera : Bruchidae) também foram coletados

de uma coldnia mantida no mesmo Departamento. Esta coldnia
foi iniciada em 1985 a partir de insetos fornecidos pelo Pro
fessor F.M. Wiend] do Centro de Energia Nuclear na Agricul
tura, Piracicaba, S3o Paulo.

Sementes maduras de Vigna unguiculata da cultivar
CE-31 (Pitidba) usadas na manutengdo das duas coldnias foram
fornecidas pelo Centro de Ciéncias Agrarias da UFC.

Os principais materiais utilizados e seus fabrican-
tes sdo listados a segquir.

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

l.10-fenantntiolina foi produto da Merck, Darmstadt,
Alemanha,

CM-Sepharose e Sephadex G-75 foram produtos da
Pharmacia, Uppsala, Suécia.

Todos os demais reagentes foram de grau analitico e
adquiridos comercialmente.



3 - METODOS

3.1 - Criagdo dos Insetos

Insetos de ambas as espécies foram criados sobre se-
mentes de V. unguiculata, cultivar Pitidba, mantidos em fras
cos de vidro transparente de boca larga e fechados com tam-

pas de metal perfuradas o suficiente para garantir boa aera-
¢dao. Cada uma das duas coldnias foi mantida em uma Udnica pra
teleira de uma camara de crescimento, a temperatura de 29+1°C
e umidade relativa de 65:5%. A infestacdo das sementes foi feita usan
do-se fémeas fecundadas de 2 a 3 dias apdés a emergéncia e
com um periodo para postura de 24 horas. A cada geragao se
fez a infestagdo de novas sementes.

3.2 - Preparagdo dos Homogenatos Intestinais das Larvas de C.
maculatus e 7. subfasciatus

3.2.1 - Dissecagdo das Larvas dos Insetos

Larvas de ambas as espécies (com idade entre 16 e 17
dias apds a infestagdo) foram dissecadas a frio, mergulhadas
numa solugdo de NaCl 0,5M e sob as lentes de uma lupa este-
reoscopica. Apds a exposigdao do trato intestinal das lar-
vas se seqguiu o isolamento do intestino-médio (IM) com secgdo
na regido de passagem do esdfago para o ventriculo e na re-
gido de inser¢do dos tubos de Malpighi. Todos os tecidos es-
tranhos as paredes intestinais, tais como traquéias e corpo
gorduroso, foram retirados. Depois de isolados os IMs foram
imediatamente utilizados nos ensaios ou acandicionados in-

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

3.2.2 - Extracdo dos Intestinos-médios

Os intestinos-médios das larvas das duas espécies de
bruguideos foram extraidos com tampio fosfato 50mM, pH 6,0,
utilizando-se um homogeneizador 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. 0
sobrenadante obtido, chamado de homogenato intestinal (HI),
foi filtrado através de 13 de vidro e foi sempre imediatamen
te utilizado para determinagfes enzimdticas e de proteina ou
para cromatografias.

3.3 - Preparag do txtrato de Farinha de Sementes de V. un-

a0
guiculata cv. Pitiaba ~—

3.3.1 - Preparacdo da Farinha

Sementes maduras da cultivar Pitiiba foram usadas pa
ra preparagdo da farinha apds remocdo do tegumento. As semen
tes foram moidas em moinho doméstico usado para moagem de ca
fé até a obtencdo de uma granulagdo abaixo de 40 mesh.

3.3.2 - Preparagdo do Extrato

0 extrato da farinha foi preparado com tampio fosfa-
to 50mM, pH 6,0 na proporgdao de 1:10 (farinha : meio de ex-
tragdo) sob agitagdo constante e a temperatura ambiente (28°C)
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durante 60 minutos. Apds este tempo de contato a suspensao
tfoi centrifugada a 15.000 x g por 20 minutos a uma temperatu
ra de 4°C. 0 precipitado foi descartado e o sobrenadante, cha-
mado de extrato bruto (EB), foi filtrado através de 13 de vi

dro e usado para determinagdo de proteina e atividade enzi-

mdtica.
3.4 - Preparacdo das Solucgdes Usadas como Substratos
3.4.1 - Azocaseina 1,5%

Um grama e meio de azocaseina foi suspenso em 100m]
de tampdo acetato 0,IM, pH 5,6, contendo cisteina ImM e EDTA
3mM. A suspensdo foi aquecida e deixada em ebuligdao por 15
minutos. Apds resfriamento o pH da solugdo foi reajustado e
o volume completado para 100ml com dgua destilada. Esta so-
lugdo foi mantida em congelador (-16°C) até sua utilizacdo.

3.4.2 - Hemoglobina 1%

Um grama de hemoglobina bovina foi dissolvido em 50ml
de HC1 0,06N. Apds edigdo de 40ml de tampdo de concentracgdo
0,2M (glicina-HC1 pH 2,0 a 4,5 e acetato pH 3,5) os valores
de pH desejados foram ajustados e volumes completados para
100m1 com cada um dos tampdes. Estas solugbes foram armazena
das em geladeira (4°C) por no mdximo uma semana até sua uti-
lizagao.
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3.5 - Determinagdo das Atividades Enzimiticas

3.5.1 - Atividade Azocaseindsica

Os ensaios de atividade azocaseindsica foram feitos
incubando-se por 30 minutos a 40°C 0,5m] de substrato 1,5%,
0,9m1 de tampdo acetato 0,IM, pH 5,6 contendo cisteina ImM e
EDTA 3mM e 0,1Iml de amostra contendo enzima (HI ou fragdes
cromatogrdficas). A reagdo foi parada com 0,56ml de TCA 5% e
apés 30 minutos de repouso a suspensdo foi centrifugada por
15 minutos a 7.000 x g a temperatura ambiente. Aliquotas de
I,0ml do sobrenadante foram alcalinizadas com 1,0m1 de NaOH 2N.
A atividade azocaseindsica foi medida pela absorbdncia em
440nm dos peptideos diazotizados produzidos. Provas em bran-
co foram feitas onde a amostra e o substrato foram incubados
separadamente e o substrato adicionado a amostra apés a adi-
¢do de TCA 5%. Para os cdlculos de atividade azocaseindsica
(UAAC) foi definida a sequinte unidade: uma unidade de ativi
dade corresponde a quantidade de enzima que produz uma absor
bancia de 0,100 UDO a 440nm em um volume de reagdo de 1,5ml,
por 30 minutos, a 40°C.

Nos ensaios de inibigdo da atividade azocaseindsica
dos eluatos cromatogrdficos com E-64 foi usada uma concentra
Gdo do inibidor de 0,1uM no volume de incubagdo do ensaio. 0
inibidor e as amostras foram pré-incubados a temperatura am-
biente (28°C) por 10 minutos. Controles foram feitos com in-
cubagdo da amostra com o inibidor e adigdo do substrato apds
a adigdo de TCA 5%, e com incubagdo do substrato com o inibi
dor e adigdo da amostra apds a adigdo de TCA 5%. Uma vez que
E-64 foi dissolvido no tampdo de ensaio, a prova em branco
normal do ensaio sem inibidor serviu como controle em rela-
¢do ao solvente do E-64.
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3.5.2 - Atividade Hemoglobindsica

A atividade hemoglobindsica foi determinada de acor-
do com o método descrito por COELHO (1980) com algumas modi-
ficagdes. A aliquotas de 0,25ml de amostra contendo homogena
to intestinal (HI), extrato bruto (EB) de farinha ou fragoes
cromatograficas foram adicionados 0,25ml de tampdo acetato
0,2M, pH 3,5. A reacgdo foi iniciada com a adicdo de 2,5ml de
solugdo do substrato. A mistura formada foi incubada por 60
minutos a 40°C e apds este tempo a reagao foi parada com 0,5ml
de TCA 20%. A suspensdo obtida foi deixada em repouso por 30
minutos e entdo centrifugada por 20 minutos a 7.000 x g, a
temperatura ambiente. Provas em branco foram feitas com a
adicdo do substrato apds a adigdo de TCA 20%. Aliquotas de
I,0ml do sobrenadante foram alcalinizadas com 0,Iml de NaOH 2N.
Os peptideos solidveis em TCA, formados por ag3o enzimitica,
foram determinados pelo emprego do método de FOLIN Modifica-
do por LOWRY (1951). A absorbédncia foi lida a 750nm. Uma uni
dade de atividade hemoglobindsica (UAHb) foi definida como a
quantidade de enzima que produz uma leitura de 0;100 UDO a
750nm em um volume de reacdo de 3,0ml a 40°C durante 50 minu
tos.

Nos ensaios de inibigdo da atividade hemoglobindsica
dos eluatos cromatogrdficos com pepstatina, foram usadas as
concentragdes de 3ug/ml e lug/ml em relagdo ao volume de in-
cubagdo do ensaio. Uma solugdo estoque de pepstatina (12ug/ml)
foi preparada dissolvendo-se 200ugdo inibidor em 0,5m] de me
tanol e levando-se o volume para 16,6ml com tampao acetato
0,2M, pH 3,5. 0 inibidor e as amostras foram pré-incubados
por 10 minutos a temperatura ambiente. Controles foram fei-
tos incubando-se o inibidor com a amostra e adicdo do subs-
trato e adigdo da enzima apds a adigdao de TCA 20% e enzima
com o solvente do inibidor e adi¢3o do substrato apdés a adi-
¢cao de TCA 20%.
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3.6 - Determinagdo de Protefina

As'determinagaes de proteina foram feitas pelo méto-
do colorimétrico de BRADFORD (1976) usando-se albumina séri-
ca como padrdo ou pela leitura da absorbancia a 280nm no ca-
so dos eluatos cromatogrédficos.

3.7 - Avaliagdo do Efeito do pH sobre a Atividade Hemoglobi-
ndsica de TMs de Larvas de C. macuTatus

A verificagdo do efeito do pH sabre a atividade hemo
globindsica de HI e fragdes cromatogrdficas de IM de larvas
de C. maculatus foi feita usando hemoglobina na concentragdo
de 1% em valores de pH variando de 2,0 a 4,5. 0 pH das solu-
¢des de hemoglobina foi mantido nos valores desejados por di
luigdo de uma solugdo de hemoglobina 2% em HCI 0,06N com tam
pdo glicina 0,4M e os valores de PH reajustados em potencid-
metro. As condigdes de ensaio foram as mesmas definidas no
item 3.5.2.

3.8 - Isolamento e Caracterizagdo Parcial de uma Proteinase
Aspdrtica Presente no IM das Larvas de C. maculatus

3.8.1 - Isolamento através de Cromatografia de Exclusdo Mo-
lecular Seguida por Cromatografia de Troca Idnica

0 isolamento de fragdes com atividade proteolitica
tipica de proteinase aspdrtica foi obtido por fracionamento
de HI de larvas de C. maculatus em duas condigdes diferentes
de pH (3,5 e 6,0) com o uso seqﬁéncial de filtragdo em gel

e de cromatografia de troca idnica.
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Primeiramente um homogenato (4,5m1) contendo 1.000IMs
extraidos em tampdo acetato 50mM, pH 3,5 foi aplicado a uma
coluna de Sephadex G-75 (2,0 x 50,0cm) equilibrada com o mes
mo tampdo. 0 fluxo foi ajustado para 20ml/h e foram coleta-
das fragdes de 1,5ml. Os tubos com atividade hemoglobindsica
sensivel a pepstatina foram reunidos e aplicados a uma colu-
na de CM-Sepharose (1,1 x 4,0cm) equilibrada com tampdo ace-
tato 50mM, pH 3,5. Neste caso o fluxo foi mantido a 30ml/h,
sendo coletadas fragdes de 1,5ml, Apés a leitura da absorban
cla a 280nm das proteinas ndo retidas ter atingido o valor
zero foi aplicado um gradiente de NaCl variando linearmente
de 0 a 0,6M (60ml) em tampido acetato 50mM, pH 3,5.

Utilizou-se também filtracdao em gel dextrana como
primeira etapa no isolamento a PH 6,0. A coluna de Sephadex
G-75 (2,0 x 50,0cm) foi equilibrada com tampao fosfato 10mM,
pH 6,0 e depois calibrada para determinagdo de pesos molecu-
lares com as sequintes proteinas: albumina sérica bovina
(66.000D), ovoalbumina (45.0000), inibidor de tripsina de S0
Ja (20.100D) e ribonuclease A de pancreas bovino (13.400D).
Neste caso foram aplicados 2,2ml de um homogenato contendo
700IMs extraidos no mesmo tampdo de equilibrio. 0 fluxo foi
ajustado para 20ml/h e foram coletadas fracdes de 1,5ml. Da
mesma forma que nas experiéncias a pH 3,5 os tubos com ati-
vidade hemoglobindsica sensivel a pepstatina foram reunidos
e aplicados a uma coluna de CM-Sepharose (1,1x4,0cm) equili-
brada com tampdo fosfato 10mM, pH 6,0. 0 fluxo 7oi mantido
a 45ml/h e as fragBes coletadas foram de I,5ml. Apds a elui-
¢do das proteinas ndo retidas foi aplicado um gradiente 1i-
near de NaCl variando de 0 a 0,5M (60ml) em tampdo fosfato
10mM, pH 6,0.

Todas as cromatografias citadas neste trabalho foram

realizadas em cadmara fria (4°C).
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3.8.2 - Caracterizacgdo Parcial das Fragdes Contendo Proteina
ses Aspdrticas

A fragdo com atividade hemoglobindsica obtida da cro
matografia de troca i0nica a pH 3,5 foi utilizada para deter
minagdo do efeito de diversos inibidores de enzimas proteoli
ticas e do efeito do pH sobre sua atividade -hemoglobindsica
e para a hidrdlise de hemoglobina comparada a hidrdlise de
albumina. A fragdo com atividade hemoglobindsica obtida na
cromatografia de troca idnica a pH 6,0 foi repassada na co-
luna de Sephadex G-75 para determinacdo do seu peso molecu-
lar.

Os efeitos de diversos inibidores de enzimas proteo-
liticas sobre a atividade hemoglobindsica da fracdo isolada
a pH 3,5 foram estudados através de ensaios usando pré-incu-
bagdo por 10 minutos a temperatura ambiente de aliquotas de
0,25ml da fragdo com 0,25ml das solugdes dos inibidores dis-
solvidos em solventes adequados. 0s ensaios obedeceram as
condigdes definidas no item 3.5.2. Controles foram feitos
contendo: substrato + inibidor; fragdo + inibidor, e fragio
+ substrato + solvente do inibidor.

0 efeito do pH sobre a atividade hemoglobindsica da
fragdo isolada a pH 3,5 foi verificado como descrito no item
3.7.

Para a comparagdo entre as hidrélises de hemoglobina
e albumina sérica bovina pela fragdo isolada a pH 3,5 e por
pepsina foram usadas as mesmas condi¢des de ensaio definidas
no item 3.5.2. Hemoglobina foi preparada como descrito no
item 3.4.2 usando-se tampdo acetado 0,2M, pH 3,5. Albumina
foi usada na concentracao de 1% (p/v) dissolvida em tampdo
acetato 0,2M, pH 3,5 e pepsina foi dissolvida em HC]1 10mM na
concentragdo de 0,2mg/ml. Os resultados foram expressos como
percentagem do valor obtido com a hidrdlise de hemoglobina
por cada uma das fontes de enzima.
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3.9 - Comparagdo das Atividades Hemoglobindsica e Azocaseina-
sica entre Homogenatos Intestinais das Larvas de C. ma-
culatus e Z. subfaciatus

A comparagdo das atividades hemoglobindsica e azoca-
seindsica dos HIs de larvas de €. maculatus e 7. subfasciatus

foi feita através de curvas de atividade proteolitica usando
homogenatos com o mesmo niumero de IMs por mililitro (2IMs/ml
no caso da atividade hemoglobindsica e 15IMs/ml no caso da
atividade azocaseindsica) obedecendo ds condigdes definidas
nos itens 3.5.1 e 3.5.2. A comparacdo também foi feita usan-
do as atividades hemoglobindsica especifica e azocaseindsica
especifica.

3.10 - Quantificagdo das Proteinases Aspédrticas e Cisteinicas
dos Intestinos-médios das Larvas de C. maculatus e Z.
subfasciatus e de Extrato de Farinha das Sementes de
V. unguicuTata cv. Pitidba. o

A quantificagdo das proteinases aspdrticas e cistef-
nicas digestivas de ambas as espécies de bruquideos e de ex-
trato da farinha das sementes da cultivar Pitidba foi feita
através da titulagdo das atividades hemoglobindsica e azo-
caseindsica, respectivamente, com os inibidores pepstatina e
E-64. As titulagdes foram feitas mantendo-se um volume cons-
tante de HI ou EB e um volume igual de solugdo dos inibido-
res a concentragdes crescentes. Uma solugdo estoque de peps-
tatina foi preparada como descrito no item 3.5.2 e diluida
com tampao acetato 0,2M, pH 3,5 para obtengdo de concentra-
¢oes variando de | a l15ng/ensaio. A solugdo estoque de E-64
(1uM) foi preparada dissolvendo o inibidor em dgua destilada.
Esta solugdo foi diluida com tampdo acetato 0,1M, pH 5,6 con
tendo cisteina InM e EDTA 3mM de modo a obter concentracgdes
variando de 2,5 a 53,5ng/ensaio. As misturas das amostras com
as solugdes dos inibidores foram incubadas por 10 minutos a
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temperatura ambiente antes do inicio dos ensdios, 0Ss quais
foram realizados nas mesmas condigdes definidas nos itens
3.51 e 3.5.2. 0s resultados foram expressos em picomoles de
enzima sensivel a pepstatina ou a E-64 por miligrama de peso
seco, considerando a extrapolag¢do das curvas de titulagao pa
ra o zero de atividade.

3.11 - Distribuigdo das Atividades Hemoglobindsica e Azoca-
seindsica ao longo dos Intestinos-médios das Larvas
de C. maculatus e Z. subfasciatus

A distribuigdo das atividades hemoglobindsica e azo-
caseindsica ao longo dos IMs das larvas das duas espécies de
bruquideos foi determinada através da medicdo destas ativida
des em trés secgdes dos intestinos-médios. As seccgoes foram
delimitadas em regides proximal, média e distal de acordo
com dobras que ocorrem nos ventriculos das larvas, e para
obté-las os IMs foram congelados e seccionados imediatamente
evitando-se a extrusdo de material contido no lidmem ventricu
lar.

3.12 - Determinagdo do pH ao longo dos Intestinos-médios das
Larvas de C. maculatus e 7. Subfasciatus

As determinagdes de pH foram feitas obedecendo 3 mes
ma delimitagdao das secgdes dos IMs usada para a determinacgdo
da distribuigdo das atividades proteindsicas (item 3.11).
As secgdes foram maceradas em 20ul da solugdo salina usada
para a dissecagdo das larvas e em sequida adicionou-se mais
20ul de solugdes de indicadores de pH. 0s indicadores de pH
usados foram os seguintes: indicador universal liquido (Merck),
vermelho congo, verde de bromocresol, 1,4-dinitrofenol e ver
melho de metila. Os resultados foram comparados com aqueles

obtidos usando solugdes padrdes de pHs conhecidos.



4 - RESULTADOS

4.1 - Isolamento e €Earacterizacgdo Parcial de uma Proteinase
Aspdrtica do Tntestino-médio das Larvas de C. maculatus

Uma proteinase aspdrtica foi isolada a partir de ho-
mogenatos intestinais das larvas de C. maculatus através de
dois passos cromatograficos.

Primeiro um homogenato intestinal de 1.000 larvas foi
aplicado a uma coluna de Sephadex G-75 equilibrada com tam-
pdo acetato 50mM, pH 3,5:; a cromatografia foi desenvolvida e
nos eluatos foram medidas as atividades hemoglobindsica e
azocaseindsica. 0s perfis destas duas atividades n3o coinci-
diram, sendo a atividade hemoglobindsica maior numa regiao
de altos pesos moleculares, enquanto que a atividade azoca-
seindasica foi maior numa faixa de pesos moleculares menores.
Estas diferengas de posigdo de eluicdo associadas as diferen
tes condig¢des dos dois ensaios indicavam a exist@éncia de pe-
1o menos dois tipos de proteinases que nio agiam da mesma
forma sobre os dois substratos (FIGURA 1).

Para verificar a possibilidade de separacao das pro-
teinases aspdrticas das proteinases cistefn}cas presentes
(KITCH & MURDOCK, 1986; CAMPOS et al., 1989), logo na etapa
de filtragao em gel, foram feitas cromatografias na coluna de
Sephadex G-75 nas mesmas condi¢des da experiéncia anterior,
mas utilizando-se inibidores especificos para as duas ativi-
dades. A atividade hemoglobindsica foi medida na presenga e
na auséncia de pepstatina, e em outra a atividade azocaseind
sica foi medida na presenga e na auséncia de E-64. Pepstati-
na inibiu completamente a atividade hemoglobindsica na fai-
xa das fragdes de nimero 35 a 45 ndo inibindo ou inibindo S0
mente parcialmente o restante da atividade hemoglobindsica,
que se estendeu a uma faixa de peso molecular menor (FIGURA 2a).
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FIGURA 2 - Cromatografias em Sephadex G-75 de homogenatos intestinais das larvas de Callosobruchus maculatus.,
Agao de pepstatina e de F-64.Coluna 2,0 x 50,0cm; tampdo acetato 50mM, pH 3,5; volume das fracoes 1,5ml.
a- (e—ue) concentragdo de proteina (A280nm); (0—o0) atividade hemoglobindsica na auséncia de
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b - (e—e) concentragdo de proteina ('A'280nm); (A—a)
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O inverso foi observado na experiéncia com E-64, pois este
ndo inibiu a atividade azocaseindsica na zona de altos pesos
moleculares sé inibindo-a totalmente a partir da fragao de
numero 51 (FIGURA 2b).

0 conteiddo dos tubos com atividade hemoglobindsica
sensivel a pepstatina (fragao SA, FIGURA 2a) foi reunido e
aplicado a uma coluna de CM-Sepharose equilibrada com tampado
acetato 50mM, pH 3,5. A FIGURA 3 mostra que um dnico pico
com atividade hemoglobindsica foi retido e etuido numa con-
centragdo de NaCl correspondente a 0, 3M.

A TABELA 1 apresenta os resultados da purificacgdo da
atividade hemoglobindsica a pH 3,5, onde se verifica que hou
ve uma purificagdo de 7 vezes.

A fragdo obtida a partir da cromatografia de troca
ionica a pH 3,5 (fragdo CA, FIGURA 3) foi submetida a uma
andlise com diversos inibidores de enzimas proteoliticas (TA
BELA 2). Pepstatina, um inibidor de origem microbiana aspeci-
fico para proteinases aspdrticas (UMEZAWA, 1976; STOREY &
WAGNER, 1986), inibiu fortemente a atividade nhemoglobindsica
da fracdo CA. Jd E-64, um inibidor também de origem microbia
na especifico para proteinases cisteinicas (HANADA gt al.,
1978; STOREY & WAGNER, 1986) ndo teve praticamente :. ‘nenhum
efeito sobre esta atividade. DAN (diazoacetilnorleucilmetil
éster) inibiu a atividade hemoglobindsica da fracdo CA e es-
te efeito foi aumentado na presenga de cobre que, mesmo so-
zinho foi capaz de inibir em mais de 50% a atividade protei-
ndisica da fragdo CA. Os agentes quelantes 1,10-fenantrolina
e EDTA ndo tiveram nenhum efeito inibitdrio, assim como ~ndo
tiveram efeito os inibidores de proteinases serinicas TLCK e
TPCK. Acido iodoacético também inibiu a atividade hemoglobi-
ndsica da fracgao CA.

A comparagdo da hidrolise de hemoglobina e albumina
pela fragao CA mostrou que esta fragdo hidrolisou 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 hidrdolise de albumina maior que a hi-
drélise de hemoglobina (TABELA 3).
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FIGURA 3 - Cromatografia em CM- Sepharose da fracdo com atividade homoglobindsica sensivel
a pepstatina obtida da Sephadex G-75 (fragao SA, FIGURA 2a). Coluna 1,1 x 4,0cm

equilibrada com tamp3do acetato 50mM, pH 3,5; volume das fracgdes 1,5ml. (e—ae)
concentracdo de proteina (A280nm) (0——o0) atividade hemoglobindsica (A750nm)'
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TABELA 1 - Etapas de purificagdo da atividade hemoglobindsica de homogenato intestinal de

larvas de Callosobruchus maculatus por filtracdo em Sephadex G-75 seguida por
troca idnica em CM-Sepharose a pH 3,5.

Fragado V?;?Te P:Zizgnﬂiiia TJ?;I i:&;&ﬁ%a g?ng???fZ Purificagdo Rendimento
(UA/m1) (UA/mg) (x) (%)

HI 4,5 248,33 1117,48 2,059 120,60 1 100,0

SA 13,5 32,50 438,75 0,145 224,13 l,8 39,2

CA 12,0 13,60 163,20 0,016 - 850,0 7,0 14,6

GE
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TABELA 2 - Efeito de alguns inibidores de enzimas proteoliti
cas sobre a atividade hemoglobindsica da fragdo

CA.
Inibidor Concentragdo® Atividade (%)
Controle - 100,0
Pepstatina 3ug/ml 10,3
E-64 0,1uM 98,5
DAN TmM 58,8
DAN + cu?t ImM + 1mM 47,0
cult 1mM 45,8
1,10-fenantrolina 3mM 114,1
EDTA 3mM ' 100, 1
ATA 3mM 58,2
TLCK 1mM 100,0
TPCK ImM 100,0

a - Concentracgdo no volume de incubagdao do ensaio.
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TABELA 3 - Percentagem de hidrdlise de albumina sérica bovi-
na em relagdo a hidrélise de hemoglobina pela fra
¢ao CA e por pepsina.

Fonte de Substratos

BNz ting Hemogiobina Albumina

Fragdo CA 100,0 30,0

Pepsina 100,0 133,5




38

A fragdo CA também toi usada para verificagao do
efeito do pH sobre sua atividade hemoglobindsica. A FIGURA 4
mostra que o pH 6timo de hidrélise de hemoglobina pela fra-
¢do CA fei igqgual a 3,3, em contraste com o pH otimo apresen-
tado pelo homogenato intestinal das larvas de C. maculatus

que foi igual a 4,0.

Um homogenato intestinal contendo 7001Ms foi aplica-
do a coluna de Sephadex G-75 equilibrada com tampdo fosfato
10mM, pH 6,0. A atividade hemoglobindsica foi medida na pre-
senga e na auséncia de pepstatina (FIGURA 5). Novamente foi
observada uma atividade hemoglobindsica.fortemente inibida
por pepstatina numa regido de peso molecular elevado e uma
fracdao de menor peso molecular em que este inibidor n3o teve
efeito sobre a atividade hemoglobindsica. A fracdo sensivel
a pepstatina (fragdo SB, FIGURA 5) foi reunida e aplicada
a coluna de CM-Sepharose equilibrada com tampio fosfato 10mM,
pH 6,0. Da mesma forma que a pH 3,5 foi obtido um Gnico pico
de atividade hemoglobindsica eluido com uma concentracdo de
NaCl de 0,18M (FIGURA 6). Essa fragdo (fragdo CB, FIGURA 6)
foi reunida e repassada na coluna de Sephadex G-75 equilibra
da com tampao - fosfato 10mM, pH 6,0 resultando numa dnica
fragdo (SC, FIGURA 7) com atividade hemoglobindsica e inibi-
da por pepstatina e com um peso molecular de 62.000D (FIGU-
RA 7).

A TABELA 4 mostra as etapas de purificagdo da fracgado
aspdrtica a pH 6,0, onde se v& que a atividade foi purifica-
da 3,5 vezes.,

4.2 - Comparacgdo das Atividades Hemoglobindsica e Azocasei-
ndsica entre Homogenatos Intestinais das Larvas de C.
maculatus e Z. subfasciatus

Os homogenatos intestinais das larvas de C. maculatus
e /. subfasciatus diferiram consideravelmente guanto as suas
curvas de atividade hemoglobindsica (FIGURA 8). jd a diferen

¢a entre as curvas de atividade azocaseindsica ndo foi tao
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FIdURA 5 - Cromatografia em Sephadex G-75 do homogenato intestinal das larvas de C. macula-
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FIGURA 7 - Cromatografia em Saphadex G-75 da fragdo com ati-
vidade hemoglobindsica obtida a partir da CM-Se-
pharose a pH 6,0 (fragio SB, FIGURA 6). Cromato-
grafia desenvolvida nas mesmas condigdes descri-
tas na FIGURA 5; (e—s) concentragdo de proteina
(A280r”"); (0——o0) atividade hemoglobindsica (A750nm).
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TABELA 4 - Etapas da purificacdo da atividade hemoglobinasica do homogenato intestinal de
larvas de Callosobruchus maculatus por filtracdo em Sephadex G-75 seguida por
troca i6nica em CM-Sepharose e repasse na coluna de Sephadex G-75.

Fragdo V?;?Te Pgﬁi!guﬂiiia TJ?Z] ?;;;;j?a g?;QQ?%iii Purificacgdo Rendimento
(UA/m1) (UA/mg) (x) (%)

HI 252 1833,60 4033,92 9,220 198,87 | 100,0

SB 15,0 79,30 972,00 0,192 413,02 2,0 24,09

CB 13,5 33,0 445,50 0,048 687,50 3,4 11,04

SC 9,0 2,10 18,90 0,003 700,00 3,5 0,486

Ev
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acentuada {FIGURA 9). Em termos de atividade especifica Z.

subfasciatus apresentou 3,8 vezes mais atividade hemoglobind

sica e 1,7 vezes mais atividade azocaseindsica do que C.
maculatus (TABELA 5).

antificagdo das Proteinases Aspdrticas e Cisteinicas
gestivas das Larvas de C. maculatus e 7. subfasciatus
do Extrato Bruto das Sementes da Cultivar Pitidba

L
i

) flesi Van

0s resultados das titulagdes das atividades hemoglo-
bindsica e azocaseindsica dos homogenatos intestinais das
larvas das duas espécies de brugquideos e da atividade - hemo-
globindsica do extrato bruto de farinha das sementes da cul-
tivar Pitiuba estdo mostrados nas FIGURAS 10, 11 e 12 e su-
marizados na TABELA 6. Ficou demonstrado que C. maculatus
apresenta menos enzima sensivel a pepstatina do que enzima

sensivel a E-64 em termos molares. Com:® Z. subfasciatus ocor

re o contrdrio, as enzimas sensiveis a pepstatina sdao predo-
minantes em relacdo as enzimas sensiveis a E-64 (TABELA 6).
Pode também ser verificado nesta mesma TABELA que Z. subfas-
ciatus apresenta 4,4 vezes mais enzima sensivel a pepstatina
e 2,1 vezes mais enzima sensivel a E-64 do que C. maculatus,
isto expresso em termos de picomoles de enzima sensivel por
miligrama de peso seco de intestino-médio. A quantidade de
enzima sensivel a pepstatina medida no extrato de farinha
das sementes se mostrou muito menor comparada a quantidade

medida nos homogenatos intestinais dos insetos.

4.4 - Distribuicdo das Atividades Hemoglobindsica e Azoca-
zeindsica ao longo dos Intestinos-médios das Larvas de
C. maculatus e Z. subFasciatus

A determinagdo das atividades hemoglobinasica e azo-

caseindsica nas trds regides em que foram divididos os intes
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nasica de homogenatos intestinais das larvas de
C. maculatus (o—o0) e Z. subfasciatus (e—9).
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TABELA 5 - Comparagao entre as atividades hemoglobindsica e
azocaseindsica especificas de homogenatos intesti
nais das larvas de Callosobruchus maculatus e Za-
brotes subfasciatus e de cotilédones de Vigna un-

guicuTata cv. Pitiuba.

Espécie UAHb/mgP UAAC/mgP
C. maculatus 122,45 + 15,05 (1) 7,85 + 0,80 (1)
Z. subfasciatus 467,17 + 35,90 (3,8) 14,07 « 2,07 (1,8)
V. unguiculata 2,26 £+ 0,26 (0,018) - (=)

Obs.: Os valores mostrados representam médias de trés repetigdes feitas
em triplicatas. Os numeros entre parénteses indicam valores rela-
tivos aos valores encontrados para C. maculatus.
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TABELA 6 - Comparagdo das atividades proteindsicas sensiveis
a pepstatina ou a E-64 por miligrama de peso seco
de intestinos-médios das larvas de' Callosobruchus
maculatus e Zabrotes subfasciatus e de cotilédo-
nes de Vigna unguiculata cv. Pitidba.

Espécie pmoles ESPep/mgPS pmoles ESE-64/mgPS
C. maculatus 136,00 + 9,85 (1) 211,97 + 15,81 (1)
Z. subfasciatus 598,97 + 42,06 (4,4) 460,10 + 6,93 (2,17)
V. unguiculata 1,10 £+ 0,10 (0,008) - (-)

Obs.: Os valores acima sdo médias de pelo menos trés repetigdes feitas
em triplicatas. Os numeros entre parénteses indicam valores rela-
tivos aos valores determinados em C. maculatus.
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tinos-médios (regides proximal, média e distal) mostrou que as
duas atividades sdo maiores na regido média dos intestinos-
médios das larvas dos dois carunchos, enquanto as - regides
proximal e distal apresentam praticamente os mesmos valores
de atividade proteindsica em cada espécie (TABELA 7).

4.5 - Medida do pH ao longo dos Intestinos-médios das Larvas
de C. maculatus e Z. subfasciatus

Para a determinagdo dos valores de pH ao longo dos
[Ms de ambas as espécies de bruquideos foram utilizadas as
mesmas secg0es usadas para a determinacdo da distribuigdo
das atividades proteindsicas. Nas duas espécies de insetos
as trés regides mostraram valores diferentes de pH (TABELA 8).
Para C. maculatus a regido média se mostrou a mais dcida
(pH 5,5) e a regido proximal a mais alcalina, com uma unida-
de de pH acima da regido média, enquanto a regidao distal apre-
sentou meia unidade de pH acima da regido média. A regido mé
dia do intestino-médio das larvas de Z. subfasciatus -também

foi a mais dcida (pH 6,0) comparada com a regiao proximal
(pH 7,0) e com a regido distal (pH 6,5).
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TABELA 7 - Distribuicdo das atividades hemoglobindsica e azo

caseindsica nos

intestinos-médios das

larvas de

Callosobruchus maculatus e Zabrotes subfasciatus.

Espécie
Regido C. maculatus L. subfasciatus
UAHb/Regido UAAC/Regiao UAHb/Regido UAAC/Regido
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 sao médias de

tas em triplicata.

pelo menos trés determinacdes fei-
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TABELA 8 - Determinagdo de pH ao longo dos intestinos-médios

das larvas de €Callosobruchus maculatus e Zabrotes
subfasciatus,

pH
Regiao
E; maculatus Z. subfasciatus
Proximal 6,5 7,0
Média 5,5 ; 6,0
Distal 6,0 6,5




5 - DISCUSSAO

0Os resultados sobre a inibigdo das atividades proteo
liticas com pepstatina e E-64 e o fracionamento de homogena-
tos intestinais das larvas dé‘g; maculatus mostraram inequi-
vocamente a presenca de proteinases aspdrticas ao lado das
proteinases cisteinicas nesta espécie de bruquideo.

Ficou mostrado que logo na etapa de filtragado em
Sephadex G-75 proteinases sensiveis a pepstatina e proteina-
ses sensiveis a E-64 foram parcialmente separadas.Embora am-
bas as atividades hemoglobindsica e azocaseindsica tenham se
distribuido ao longo de toda a faixa de fragdes com ativida
de proteindsica, os perfis destas duas atividades ndo coinci
diram (FIGURA 1). A atividade hemoglobindsica se mostrou
mais alta numa faixa de alto peso molecular, enquanto a ati-
vidade azocaseindsica se encontrou deslocada para uma zona
de peso molecular menor, passando ai a ser mais alta que a
atividade hemoglobindsica. E provdvel que as condigdes de en
saio da atividade hemoglobindsica tenham favorecido a agao
de proteinases aspdrticas tipo catepsina D, as quais possuem
pH 6timo na faixa de 2,8 a 4,0 e sdo particularmente muito
ativas contra hemoglobina (BARRETT, 1977b), enquanto as con-
digdes de ensaio da atividade azocaseindsica tenham favoreci
do a ag¢do das proteinases cisteinicas presentes no homogena-
to intestinal das larvas de C., maculatus, que ja ficou de-
monstrado serem proteinases tipo catepsina B (KITCH & MURDOCK,
1986; CAMPOS et al., 1989), as quais se caracterizam por um
pH dtimo em torno de 5,0 e sao ativadas por cisteina e esta-
bilizadas por agentes quelantes (BARRETT, 1977a; STOREY &
WAGNER, 1986).

A FIGURA 2 mostra que de fato duas fragdes com pro-
priedades mecanisticas diferentes se encontravam parcialmen-
te separadas no passo de filtragdo em Sephadex G-75. Quando

as atividades hemoglobindsica e azocaseindsica foram medidas
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separadamente e tratadas com pepstatina e E-64, a atividade
hemoglobindsica foi totalmente inibida por pepstatina na re-
gido de alto peso molecular, enquanto o restante da ativida-
de ndo foi inibido ou sofreu inibicdo somente parcial (FIGU-
RA 2a). 0 inverso foi observado com a atividade azocaseiné-
sica, pois E-64 inibiu totalmente esta atividade na regiado
de baixo peso molecular, inibindo parcialmente ou nao inibin
do o restante da atividade que se estendeu a regido corres-
pondente aquela sensivel a pepstatina.

A fragdo de alto peso molecular sensivel a pepstati-
na da Sephadex G-75 (fragdo SA, FIGURA 2a) quando foi submeti
da a cromatografia de troca idnica em CM-Sepharose resultou
numa tUnica fragdo com atividade hemoglobindsica (fragdo CA)
(FIGURA 3). A verificagdo dos efeitos de diversos inibidores
de enzimas proteoliticas sobre a atividade hemoglobindsica
da fragdo CA confirmou a presenga de proteinase aspdstica
(TABELA 2). Esta fragdo foi bastante inibida por pepstatina,
enquanto E-64 ndo teve praticamente nenhuma agdo inibitdria
sobre sua atividade hemoglobindsica. DAN, que também é con-
siderado um inibidor especifico de proteinases asparticas
(BARRETT, 1977b) inibiu consideravelmente a atividade da fra
¢ao CA. A inibigdo de proteinases aspdrticas por diazo com-
postos € aumentada na presenga do fon cidprico (BARRET, 1977b).
Com a fragdao CA a inibigdo foi um pouco aumentada na presen-
ca de Cu2+, no entanto da mesma forma que observado - por
HOUSEMAN & DOWNE (1982a) com Rhodnius prolixus (Hemiptera
Reduviidae), o fon ciprico sozinho foi capaz de inibir bas-
tante a atividade hemoglobindsica da fragdo estudada. HOUSEMAN
& DOWNE (1982a) sugeriram que apesar da inibigdo pelo fon

cliprico ndo ter sido observada com pepsina e catepsina D, que
sdo as proteinases aspdrticas mais conhecidas, este ion pode
intevagir com um grupo carboxilico essencial na proteinase
do inseto inibindo-a. A frag¢do CA ndo foi inibida pelos ini-
bidores de proteinases serinicas TLCK e TPCK e nem pelos agen
tes quelantes EDTA e 1,10-fenantrolina. A inibigdo por ATA
pode ser considerada inespecifica, pois é possivel que este

composto como um potente agente alquilante seja capaz de mo-
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dificar um grupo reativo na molécula da proteinase resultan-
do em inibigdo.

0 pH 6timo de hidrélise de hemoglobina pela fragao
CA foi igual a 3,3, mostrando um deslocamento em relagdo -ao
pH 6timo de hidrélise de hemoglobina pelo homogenato intesti
nal que foi igual a 4,0 (FIGURA 4). 0 deslocamento do pH 4ti
mo de hidrélise de um substrato exdgeno por uma fragdo aspér
tica'iso]ada em relagdo ao pH 6timo do homogenato intestinal
foi também observado em R. 'prolixus, indicando a presenca de
outra proteinase com pH Stimo mais elevado, provavelmente ca
tepsina . B (HOUSEMAN & DOWNE, 1982a,b}.

A hidrdlise de'albumina sérica pela fragdao CA repre-
sentou 30% do valor da hidrdlise de hemoglobina (TABELA 3).

A comparagdo da hidrd]ise_destes dois substratos é um meio

de diferenciar se uma proteinase aspdrtica é do tipo pepsina

-ou catepsina D (BARRETT, 1977b). Enquanto pepsina hidrolisa

os dois substratos igualmente bem, catepsina D hidrolisa al-
bumina pelo menos a um valor 10% menor da velocidade de hi-
drélise de hemoglobina. Apesar do valor obtido com a fragao
CA ter excedido este valor, ela se aproxima mais das caracte-

‘risticas de uma proteinase tipo catepsina D.

Um fato interessante ocorrido durante o fracionamen-
to do homogenato intestinal das larvas de C. maculatus a pH
6,0 foi a diferenga nas posigdes de eluigdo dos picos de ati
vidade hemoglobindsica sensiveis a pepstatina na coluna de
Sephadex G-75. Quando o homogenato intestinal foi aplicado a
coluna de Sephadex G-75 a fragdo com atividade hemoglobina-
sica sensivel a pepstatina (fragdo SB, FIGURA 5) foi eluida
no volume de exclusdo da coluna. A fragdo SB foi entdo subme:
tida a uma cromatografia de troca idnica e quando a “fragdo
hemoglobindsica obtida (fragdo CB, FIGURA 6) foi repassada
na coluna de Sephadex G-75 o pico de atividade sensivel a
pepstatina foi elufdo ndo mais no volume de exclusao, mas
numa zona correspondente a um peso molecular de 62.000D (FI-
GURA 7). Isto se deve' provavelmente a complexagdo da protei-
nase aspdrtica com proteinas e/ou peptfdeos inativos oriun-
dos da semente, e quando se avangou na purificagao da‘enzima

- \
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o complexo foi total ou parcialmente desfeito, de modo que a
enzima passou a ser mais retida pelo gel. Casos semelhantes
de diferentes posicdes de eluigdo e de formagdo de complexos
entre proteinases aspdrticas e proteinas inativas de semen-
tes foram descritos em arroz (DOl et al., 1980) e em semen-
tes de V. unguiculata (LOPES et al., 1989). Devido a este fa
to é provdvel que a determinagdo do peso molecular da fragio

SC (FIGURA 7) esteja superestimado, sendo necessdria a rea-
lizagcdo de outros experimentos que possibilitem obter a en-
zima ndo complexada. A falta de material devida aos baixos
niveis de recuperacgdo da atividade enzimdtica nio tornaram
possivel levar a cabo experimentos neste sentido.

Outro fato importante observado fo6i a grande instabi
lidade das fragdes proteindsicas aspdrticas a medida que se
avangava no processo de isolamento, tornando dificil seu ma-
nuseio. Como mostram as TABELAS 1 e 4 os rendimentos em am-
bas as condigdes de pH usadas foram muito baixos. No entanto
deve ser lembrado o fato que somente parte da atividade hemo
globinasica do passo de filtragao em dextrana foi recuperada
na forma de fragdes sensiveis a pepstatina, e que todos 0S
passos de purificagdo mostrados nas TABELAS 1 e 4 se referem
a atividade dos homogenatos intestinais, que apresentam a
agdo combinada de pelo menos dois tipos de proteinases. Bai-
x0s niveis de recuperacgdo também foram observados no isola-
mento da catepsina D de Triatoma phillosoma, pallidipennis
(HOUSEMAN & DOWNE, 1982a) e a purificagdo de uma catepsina D
a partir de pupas de Aldrichina grahani sé foi possivel com

a tomada de medidas para a estabilizacdo da atividade enzimd
tica (KAWAMURA et al., 1987).

Os estudos sobre proteinases digestivas das larvas
de C. maculatus feitos até agora se referiram exclusivamente
a presenga de proteinases cisteinicas (GATEHOUSE et al.. 1985;
KITCH & MURDOCK, 1986; CAMPOS et al., 1989). Ouso do homoge-
nato intestinal ndo fracionado e a ndo utilizagdo de inibido
res especificos de proteinases aspdrticas na investigagdo
dos tipos de proteinases presentes nos IMs das larvas de C.
maculatus podem explicar em parte o fato de GATEHOUSE et al.
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(1982) ndo terem encontrado indicios da présenca de proteina
ses aspdrticas no estudo feito usando mioglobina e vicilina
como substratos. HOUSEMAN & DOWNE (1982a,b) chamaram a aten-
¢do para o fato de ndo ter sido possivel a caracterizagao da
catepsina D dos IMs de R. prolixus e T. phillosoma -pallidi-
pennis antes do fracionamento dos homogenatos intestinais de
vido a interferéncia da presenca de catepsina B.

KITCH & MURDOCK (1986) purificaram parcialmente uma
fragdo do homogenato intestinal das larvas de C. maculatus
com propriedades tipicas de proteinase cistefnica como atij-

vagdo por agentes tidlicos, inibigdo por agentes bloquadores
de grupos SH e com pH étimo de hidrdlise de *Hmethemoglobina
igual a 5,0. Esta fracdo cisteinica parcialmente purificada
apresentou caracteristicas 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 trés fragdes proteina-
sicas todas com caracteristicas de catepsina B a partir de
HI das larvas de C. maculatus. Estas fragdes foram diferente
mente retidas em gel de DEAE-Celulose, no entanto todas apre
sentaram o mesmo peso molecular em torno de 25.000D e o mes-
mo pH 6timo de hidrdlise de azocaseina, possivelmente repre-
sentando diferentes formas isoenzimdticas.

Outras duas espécies de bruquideos tiveram suas pro-
teinases digestivas isoladas e parcialmente caracterizadas.
Em Acanthoscelides obtectus a fragdo denominada de "proteina
se purificada" por WIEMAN & NIELSEN (1987) teve sua ativida
de contra *Hmethemoglobina inibida em 92% por pCMB 0,1M, 69%
por E-64 0,01mM, 100% por E-64 0,1mM e 100% por pepstatina
0,0ImM. A fragao foi ativada por cisteina e DTT e apresentou

dois otimos de pH para hidrélise de hemoglobina. WIEMAN &
NIELSEN (1987) admitiram que a posse de dois pHs dtimos pelo
homogenato intestinal sugeria a presenga de mais de uma pro-
teinase digestiva, no entanto nao fizeram nenhum comentério
a respeito dos dois pHs dtimos apresentados pela "proteinase
purificada", a qual foi considerada como uma proteinase cis-
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teinica semelhante a isolada em C. maculatuspor KITCH & MURDOCK
(1986).

Em £. subfasciatus foi demonstrada pela primeira vez

a presencga de proteinase aspdrtica, além das proteinases cis
teinicas em intestinos-médios das larvas de um bruquideo (LEMOS,
1988). Estas duas classes de proteinases ndo foram separadas
por filtragdo em Sephadex G-75, somente sendo isoladas por
cromatografia de troca idnica em DEAE-Sepharose. Neste as-
pecto as proteinases digestivas de Z. subfasciatus diferiram

das proteinases de €. maculalus que foram separadas por fil-
tragdo em getl.

0 uso de proteinases catépticas para digestdo extra-
celular de proteinas em insetos foi descrito pela primeira
vez em hemipteros hematéfagos (HOUSEMAN, -1978; HOUSEMAN &
DOWNE, 1980, 1981, 1982a,b). Segundo HOUSEMAN et al. (1985)
estes hemipteros heterdpteros evoluiram de ancestrais tipo
homdpteros sugadores de seiva vegetal, os quais perderam as
suas proteinases serinicas originais uma vez que suas dietas
eram isentas de proteinas. Ao retornarem a uma dieta rica em
proteinas os ancestrais dos heterdpteros passaram a se uti-
lizar de proteinases lisossomais. No entanto, a existéncia
de familias de heterdpteros que se utilizam de proteinases
serinicas contraria esta hipdtese (TERRA, 1988). Uma hipdte-
se alternativa para a evolugdo dos hemipteros hematéfagos foi
proposta por. TERRA (1988) observando que os bruquideos tam-
bém se utilizam de proteinases lisossomais como catepsina B
(KITCH & MURDOCK, 1986; CAMPOS et al., 1989). Como estes co-
ledpteros se alimentam de sementes de lequminosas ricas em
inibidores de proteinases serinicas, o uso de proteinases i
sossomais pode ter evoluido em resposta a pressao seletiva
exercida pela presenga desses inibidores. Similarmente, o
uso dos mesmos tipos de proteinases pelos reduviideos e ou-
tros hemipteros hematdéfagos pode ser resultado destes inse-
tos terem evoluido a partir de hemipteros sugadores de semen
tes da mesma forma ricas em inibidores de proteinases SErTRl
cas.

As propriedades da proteinase aspdrtica isolada de
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C. maculatus, como o pH 6timo e a alta reatividade contra he
moglobina, a caracterizam como uma proteinase tipo catepsina
D, com excegdo do peso molecular de 62:0000, que estd fora
da faixa tipica para catepsinas D (40.000 - 50.000) (BARRETT,
1977b). Este fato estd de acordo com as semelhancas observa-
das entre bruguideos e hemipteros hematéfagos. E provdvel
que a proteinase aspdrtica isolada de Z. subfasciatus (LEMOS
1988) também seja uma catepsina D, e que a inibigado por

pepstatina e as evidéncias de uma outra proteinase além da
proteinase cisteinica detectada em A. obtectus (WIEMAN &
NIELSEN, 1987) também representem a presenca desse tipo de
proteinase lisossomal. Provavelmente a presenga de proteina-
ses lisossomais como proteinases digestivas seja um caso ge-
ral entre os bruquideos.

Uma vez demonstrada a presenga de proteinases aspdr-
ticas e cisteinicas em IMs larvais de C. maculatus e &

subfasciatus surgem as questdes a respeito da quantidade e

distribuicdo destas enzimas e das condigdes de pH em que elas
se encontram no trato intestinal das duas espécies de carun-
chos. Estas questdes se tornaram relevantes em virtude de
dois fatos: primeiro, as evidéncias do envolvimento de fato-
res protéicos de natureza globulinica no mecanismo de resis-
téncia de certas cultivares de V. unguiculata a C. maculatus e

seqgundo , a observagdo de que as larvas de Z. subfasciatus

se desenvolvem bem tanto nas cultivares resistentes como nas
suscetiveis a C. maculatus (XAVIER-FILHO et al., 1989).

A quantificagao das proteinases aspdrticas e cistefi-
nicas em IMs das larvas de C. maculatus e Z. subfasciatus de

monstrou que em C. maculatus as proteinases cisteinicas pre--
dominam em relagdo as proteinases aspdrticas, e 0 contrdrio
ocorre em Z. subfasciatus, pois nesta espécie as proteinases

aspdrticas sdo predominantes (TABELA 6). A comparacio in-
terespecifica mostrou que Z. subfasciatus apresenta mais ati:

vidade proteindsica do que C. maculatus em termos molares,
tendo 4,4 vezes mais proteinase aspdrtica e 2,1 vezes mais
proteinase cisteinica (TABELA 6).

A comparagao das atividades hemoglobindsica e azoca-

seindsica entre os HIs das larvas dos dois bruquideos (FIGU-
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RAS 8 e 9) reforga os dados das titulagdes, que mostraram uma
maior quantidade de proteinase aspdrtica, possivelmente tipo
catepsina D em Z. subfasciatus. Como este tipo de proteinase
apresenta uma grande reatividade contra hemoglobina (BARRETT,
1977b) a maior concentracdo de catepsina D em L. subfasciatus

levou a uma grande diferenga nas curvas de atividade hemoglo
bindsica (FIGURA 8), enquanto a diferenga nas curvas de ati-
vidade azocaseindsica nao foi tdo acentuada (FIGURA 9), pois
as condigdes do ensaio desta atividade favorecem a agdo de
catepsina B, que ndo estd presente numa diferenga tdo grande
entre os dois bruguideos (Ver TABELA 6).

0 fato das sementes maduras de V. unguiculata também
possuirem proteinases asparticas (LOPES et al., 1989) chama

a atengdo para a possibilidade de interferé&ncia destas enzi-
mas nas determinagdes de atividade hemoglobindsica feitas
com os homogenatos intestinais. Porém, como mostram as TABE-
LAS 5 e 6 a atividade hemoglobindsica especifica e a quanti-
dade em termos molares de proteinase aspdrtica nas sementes
sdo muito menores do que nos insetos.

A determinagdo da distribuigdo das atividades -hemo-
globindsica e azocaseindsica mostrou gque ambas as attvidades
sdo maiores na regido média dos IMs das duas espécies de bru
quideos (TABELA 7). A regido média dos IMs também se mostrou
a mais dcida em relagdo as outras regides em que foram divi-
didos os IMs das duas espécies de carunchos (TABELA 8). O0s
resultados com relagao 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-
res nao tiveram a preocupagdo de fazer medidas de pH em di-
ferentes regides, mencionando um Unico valor de pH para todo
o IM (6,1 para C. maculatus e 6,5 para A. obtectus).

As diferengas nos sistemas proteindsicos digestivos
de C. maculatus e Z. subfasciatus, em particular a grande di

ferenga de proteinases aspdrticas, podem estar relacionadas
a capacidade de se desenvolver ou ndao em determinadas culti-

vares de V. unguiculata. Provavelmente o maior potencial pro-
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teindsico digestivo das larvas de Z. subfasciatus as torne

capazes de se desenvolver nas cultivares resistentes a C.
maculatus.



6 - CONCLUSOES

| - Larvas de Callosobruchus maculatus se wutilizam,

da mesma forma que as larvas de Zabrotes subfasciatus, de

proteinases aspdrticas e cisteinicas para digerirem as pro-
teinas de suas sementes hospedeiras.

2 - A proteinase aspdrtica isolada de IMs das larvas
de C. maculatus apresenta propriedades semelhantes as de ca-
tepsina D.

3 - Proteinases cisteinicas predominam em termos mo-
lares em relacdo as proteinases aspdrticas de IM das larvas
de C. maculatus, enquanto em IM das larvas de Z. subfasciatus

as proteinases aspdrticas preodminam em relagdo as proteina-
ses cisteinicas.

4 - Em termos de atividade especifica, os IMs das
larvas de Z. subfasciatus apresentam 3,8 vezes mais ativida-

de hemoglobindsica 'e 1,8 vezes mais atividade azocaseindsi-
ca do que os IMs das larvas de C. maculatus.

5 - 0s IMs das larvaé‘de Z. subfasciatus apresentam

4,4 vezes mais proteinases sensiveis a pepstatina e 2,1 ve-
zes mais proteinases sensiveis a E-64 do que os IMs das lar-
vas de €. maculatus. .

6 - A distribuicdo das atividades hemoglobindsica e
azocaseindsica ndo é uniforme ao longo dos IMs das larvas de
C. maculatus e Z. subfasciatus, sendo ambas as atividades

maiores na regido média dos IMs das larvas dos dois bruqui-

deos.

7 - 0 pH varia ao longo dos IMs das larvas de Z.

subfasciatus e C. maculatus, sendo a regido média dos IMs a

mais dcida, a regido proximal a mais alcalina, com uma unida
de de pH acima da regido média, e a regido distal intermedid
ria, com meia unidade de pH acima do valor da regido média.
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