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SUMARIO

Pupas de Callosobruchus maculatus apresentam for-
te atividade proteclitica em pH acido. Utilizando-se hemo-
globina e azo-caseina como substrato foram detectados valo-
res de pH otimos de 3,5 e 5,0, respectivamente, As ativida-
des hemoglobindsica e azo-ceseinasica s3oc mais forte em pu-
pas que em adultos, sendo cue a atividade hemoglobinasica &
cerca de 17 vezes mais forte que a atividade azo-caseindsi-
ca. |

0 extrato bruto de ﬁupa de Callosobruchus macula-
Zfus, quando submetido a filtragao em gel dextrana (Sephadex
G-100) em pH 5,0 e 7,6 mostra dois componentes: o componen-
te "A" de peso molecular em torno de 104.000 daltons, encer
rando as atividades hemoglobindsica e azo-caseindsica e um
componente "B" sem estas atividades & com peso molecular em
torno de 6.000 daltons. £ evidente a presenga de um compo-
nente com atividade hemoglobinasica na regidoc de peso mole-

cular em torno de 80.000 daltons.

E evidente a presenca de um inibidor de guimio-
tripsina em pupas de C. macufafus. Este inibidor pode ser
um fragmento ativo do inibidor de "dupla-cabeca” tripsina/

quimiotripsina. Os inibidores de tripsina, hemoglobinase e
azo-caseinse podem ser fatores responsaveis pela resistén-

cia do cultivar TVu-2027 ao atague de C.maculafus.
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Cerca de 30% da producdo mundial de graos se per-
de durante o armazenamento, estimando-se que as perdas bra-
sileiras sejam da ordem de 20%. Estas perdas sao principal-
mente devidas a infestacado por insetos (40).

No Nordeste do Brasil, onde estdo concentradas as
populagoes de mais baixa renda do pais, o feijao representa
uma das mais importantes fontes de proteina. Nesta regiao
90% da area cultivada com feijao & destinada ao cultivo do
género Vigra.

De acordo com dados do IBGE (14) a produgao total
de feijdo no Brasil em 1977 foi da ordem de 2.280.087 tone-
ladas. No Estado do Ceara, gquarto produtor brasileiro, o
Feij§D representa a terceira mais importante fonte de renda
da agriculfura; sua produg&o no mesmo ano foi de 144.000 to
neladas. Neste Estado o Callosobruchus maculatus ( gorgulho
do feijdo) € responsdvel por uma redugdo de até 50% no va-
lor comercial do feijdo (32).

0 Callosobruchus maculatus & uma das 1.300 espé-
cies que formam a familia Bruchidae. As espécies desta fami
lia se distribuem por todos os continentes, exceto a Antar-
tida. 0 maior nimero de espécies se encontra nas regioes

tropicais da Asia, Africa, América do Sul e AmSrica Central

{337 .

O0s bruquidios necessitam de sementes hospedeiras




'para suya perpetuagdo, visto que seu desenvolvimento s o-
corre em sementes (33). Com relagdc ao Callosobruchus macu-
Latus, existe uma dependdncia muito grande com respeito & se
mente hospedeira; h& uma preferéncia quase absoluta para as
sementes de Uigna (33). 0 tamanho da semente e a csr do tegu
mento parecem nao exercer nenhuma influ&ncia sebre a pestura
do Callosobruchus maculatus (2). As fémeas ja fecundadas, o-
vipositam sobre a casca das sementes e 0O perfiodo de incuba~
¢30 destes ovos e eclosdo das larvas & de 4 a 6 dias, em épo
cas quentes e, em épocas frias, reguer até mais de 30 dias
(4), Apbs a eclosdo, a larva de Callosobruchus maculatus a-
travessa varios estadios até atingir a fase adulta. Ds‘ se-
ggintes valores para a duragao dos estaddios feram :bbserva-
dos per Carvalho e Machado (5): 1° estadio larval, 3 dias ;
2* estddio larval, 3 dias; 3° estddio larval, 2,5 dias;  4°
estadio larval, 4 dias; estadio de pré-pupa, 2 dias e esta-
dio de pupa, 5 dias. Estes sao valores para as duragoes mi-

nimas dos estadies.

ENZIMAS PROTEOLITICAS DE INSETOS

Enzimas proteolfticas tém side estudadas em -ma}-
tos insetos (7,15,16,17,18,22), sendo ﬁuase sempre claséiff#
cadas como semelhantes.é tripsina ou & quimietripsina. Em
comparagaoc com as endopeptidases de bacterias e vertebrddos

estas enzimas foram muito pouco estudadas.” A carscterisacao

destas proteases sempre fol felta em extratos brutos, proVa—




velmente devido a dificuldade de,obtengéo de material sufi-
ciente para sua purificacao. S0 recentemente & que algumas
destas enzimas foram purificadas e comparadas com as protea
ses serfnicas de mamiferos, com respeito 3 evolugio destas
endopeptidaseé.

Em 1868, Zwilling (41), trabalhando com Tenebrio
mofitorn, conseguiu separar duas proteases a partir deste or
ganismo: a o-protease com peso molecular de aproximadamente
24.000 daltons e a B-protease com peso molecular em torno
de 60.000 daltons. Este autor observou que os inibidores de
soja, de "lima bean”, de pancreas de porco e o inibidor po-
livalente bovino, que normalmente inibem a tripsina e a qui
miotripsina, ndoc eram capazes, com excegao dos dois primei-
ros, de inibir a oa-protease, enguanto que a B-protease era
inibida por todos eles.

Dahlmann e colaboraderes (7), estudando as protea
ses de larvas e adultos de Apis mellifica (abelha), consta-
taram a presenca de proteases com atividade semelhante a
tripsina e 2 quimiotripsina. Das quatro fraéﬁes com ativida
de semelhante 3 quimiotripsina presente na larva, duas desa
parecem na fase adulta enquanto gue a protease com ativida-
de semelhante 3 tripsina estd presente apenas 'em adultos.

Trabalhando com adultos de Aedes aegypiti Kunz
(22), detectou a presenca de oito diferentes espécies enzi-

maticas. Todas parecem ser proteases do tipo serina, com ps

so molecular entre 20.000 e 23.000 daltons. Sete destas pro




teases s2o0 semelhantes a tripsina e uma semelhante 3 qui-
miotripsine. Fazendo o estudo comparaﬁivo de larva e édu1~
"to, Kunz obseryou gue a larve apresenta de 4 @ 5 proteases
a mais gue o adulto e que a atividade das enzimas tipo trip
sina € a2 mesma em todos os estadios de desenvolvimento do
Aedes aeaypii, enquanto gque a atividade da protease tipo
quimiotripsina € bem mais fraca no adulto.

Jany e colaboradores (17) determinaram um pesoc mo
lecular de aproximadamente 13.800 daltons para a protease
tipo guimiotripsina, encontrada em larva de UVespa orlenta-
L4is4, considerado baixo quando comparado com o de outras pro
teases tipo gquimiotripsina, iscladas de vertebrados ou in-
vertebrados. A protease tipo guimiotripsina encontrada em
larva de Vespa crabio € constituida de uma dnica cadeia po-
lipeptidica com duas pontes dissulfeto e com peso molecular
em torno de 14.500 daltons (15).

Applebaum (1), trabalhando com larvas de Calloso-
bruchus chinensis e Acanthoscelides cobtectus, observou gque
a atividade proteolftica destas larvas era muito baixa . e
nao seria suficiente para suprir suas necessidades nutricio
nais de amino&cidos durante o desenvelvimento. 0 autor su-
gere que a agao combinada das proteases da larva com as de
semente, associada & alta concentracac de peptidios inici-
almente presente na semente infestada, pode compensar a.bai

xa atividade proteolftica destas larvas.

A atividade proteclitica da larva de Callosobru-




chus macufatus, em pH bdsico, foi recentemente ‘sbservada
por Gatehouse (10), utilizandc os substratos o-N-benzoil- L~
arginina etil &ster, a-N-benzoil-DlL-arginina-p- nitroanilina
e globulina de "ccwpea” marcada com fluorresceina. Este ati-
vidade se mostrou proporcional a quantidede de extrato de

larva usada.

INIBIDORES DE ENZIMAS PROTEOLITICAS EM SEMENTES

Substancias proteicas capazes de inibir as ativi-
dades das enzimas protecliticas animais, tripsina e duimio—
tripsina, encontram-se amplamente distribuidas na natureza.
No reino vegetal tém sido encontradas em sementes de numero-
sas famflias, principalmente em todas as gramineas e legumi-
nosas estudadas (26,31,38),

A grande maiocria dos inibidores de origem vegetal
apresenta pesc molecular inferior a SD.OOD daltons e, quase
sempre, inferior a 20.000 daltons. A maior parte dos inibi-
dores encontrados em plantas contém entre 70 e 90 aminoaci-
dos, correspcndendo a pesos moleculares que variam de 8.000
a 10.000 daltons, estando gquase sempre associados como dime-
ros ou tetrameros (28,31,38).

Complexos muito estaveis sao formados por ocasiao
da interagdc inibidor-enzima, estande nesta interacgao envol-
vidos seus centros atives (31). Os inibidores - éspécffiéos

para tripsina possuem no seu centro ativo uma sequén&ia

e

t
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LIS~X Bu ARG=X, enquénto que os inibidores de quimiotripsi-
na apresentam ncrmalmente LEU-X, TIR-X ou FEN-X -[8,23,283,
sendo isso aparentemente reflexo das especificidades das en
zimas.

Apesar de conterem uma grande di&ersidade de subs
tancias toxicas como: hemaglutininas, glicosidios cianoge-
néticos, fatores bocicgénicos e inibidores de proteases os
legumes desempenham impertante papel ne dieta humena, pois
a maioria destas substancias & destruida parcial ou total-
mente pelo calor (25).

Apesar dos numerosos trabalhos feitos com inibido
res vegetais, até hoje ndo se sabe exatamente qual o papel
ou papéis desempenhado per estas substancias no metabolisme
da planta. Dentre os provaveis papéis desempenhados pelos
inibidores o de agente protetor contra proteinases de inse-

tos e microrganismos, atualmente & um dos mais estudados.
(=]

Em 1864 Applebaum, trabalhando com larvas de Ca-
LLosobruchus chinensis, mostrou que a incorporagdo do inibi
dor de tripsina de sojz na dieta destas larvas aso nivel de

0,2

o\?

ndo exercia nenhum efeito sobre seu desenvolvimento e
gque suas proteases nac eram inibidas por estelinibidor nas
concentragdes usadas (1).

Weil e colaboradores (39), estudandec os diferen-

tes niveis de susceptibilidade apfesentados por diferentes

variedades de cevada ac atagque do gafanhcoto, observaram gque
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o nivel de inibidores de proteases pode ser um dos fatores
responsaveis pelsa resisténcia apresentada por algumas varie
dades.

0 efeito de inibidores de tripsina sobre o cresci
mento e metamorfose da larva de Ostrinda nubllalis (7 gdEn
borer”) foi estudado por Steffens & colaboradores (34).Eles
observaram que o inibidor de socja, um forte inibidor de
tripsina, quando incerporado a dieta desta larva .-ao nivel
de 2 a 5%, inibia seu crescimento e retardava sua pupagao,
porém nao era capaz de impedir o ciclo de vida. Em outro
experimentc, estes autores adicionaram a dieta desta larva
0 inibidor de tripsina de milheo, tido como um frace inibi-
dor de tripsina, e verificaram gque o mesmo nac exercia ne-
nhum efeitc no crescimento e metamorfose da larva.

Janzen e colaboradores (18), estudando a influén-
cia da incorporacgao de pequeﬁas doses de alcalbides na die-
ta normal de Callosobruchus maculatus, verificaram que das
11 éubsténcias usades 9 eram letais ao nivel de 0,1% e as
outras 2 sG eram letais ao nivel de 1%. Fazendo este mesmo
teste, utilizando amincdcidos nac proteicos e amincdcidos
proteicos, estes autores cbservaram gue os amincacidos nao
proteicos eram sempre mais tdoxicos ao C. maculatus, que os
aminodcidos proteicos.

A observagao de gue o C. maculafus nao se desen-

volve em feijdo preto (Phaseclus vulgaris) levou Janzen(20)

a sugerir que tal fato se deve a presenga de fitchemagluti-




nina, inibider de tripsina ou compdstos secunddrios nestas
sementes. Para eliminar a possibilidade de que o© Feijéo pre
to € resistente ao ataque do C. macufafus devido ao seu con
telildo de inibidor de tripsina, ele adicionou as sementes ar
tificiais, feitas com ferinha de sementes de V{gna ungudlcu-
Lata (naoc ccontém fitohemoglutinina, tem inibidor de tripsi-
na e € susceptivel) inibidor de tripsina de soja e inibidor
de tripsina da clara do ovo, nos niveis de 0,1 e 1%, verifi
cando que os georgulhos se desenvolviam normalmente nestas
sementes. Sementes contendo 5% de inibidor de tripsina da
clara do ovo nac afetam o desenvolvimento do gergulho, en-
tretanto sementes com 5% de inibidor de tripsina de soja re
duzem sua schrevivencia em 21%.

Gatehouse sugeriu recentemente que a resisténcia
ac Callosobruchus maculatus apresentada por um cultivar de
Vigna (TVu-2027) seria devida & concentragdo maior de inibi
dor de tripsine apresentada pela semente. Estes inibidores
teriam um papel importante na resisténcia, por inibirem a
atividade proteclitica, tipo tripsina detectada na larva do

inseto (10].

0 fato de que es sementes de feijoes do género
Vigna tém concentragao relativamente alta de proteina (24-
34%), substrato nitrogenado provavel para as larvas de seu

hospedeiro Calfosobruchus maculatus, aliado & escassez de

informagac sobre o equipamento proteolitico das larvas des-




te inseto nortearam o desenvolvimento da ﬁresente investiga
¢ac. O objetivo do trabalho se prende a um exame mais deta-
lhado do espectro da atividade proteclitica de larvas de C.
moculatus e a aspectos de interagac dessa atividade com pre
paragoes ricas, em inibidores de enzimas proteoliticas, ob-

tidas de sementes de Vigna.

.




II. MATERIAIS E METODOS

A. MATERIAIS

No presente trabalho foram usadas sementes de di-
versos cultivares de Vigna s4inensds (L.) Savi fornecidas pe
lo Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do

Ceara.

Sementes de Vigna ungudicufafa (TVu-2027) foram
fornecidas pelo Centro Nacional de Pesquisa-Arroz,Feijac da
EMBRAPA, Goiania-Go. Estas sementes foram obtidaes a partir
de sementes fornecidas pelc International Institute of Tro-

pical Agriculture, Ibadan-Nigéria.

Os insetos de Caffosobruchus maculatus (Fabr.) u-
tilizados foram obtidos a partir de cultura fornecida pelo
Prof. José Higino Ribeiro dos Santos do Centro de Ciéncias

Agrarias da Universidade Federal do Ceara.

Albumina sérica bovina (fragaoc V 96-99%,Lot.126C-

0199) de Sigme Chemical Co., St. Louis, EUA.
R
o~Quimiotripsina bovina, preparacao duas vezes

cristalizada e liofilizada, Sigme Chemical Co., St. Louis,

EUA.

Caseina, preparada segundo Hammarsten, E, Merck

AG Darmstadt, Alemanha.

Tripsina bovina, preparagao duas vezes cristaliza

da, Nutritional Biochemicals Co. (NBCo), EUA.

I0
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Pepsina, preparacgao tres vezes cristalizada, Nu-
tritional Biochemicals Co. (NBCol), EUA.
Hemoglobina bovina, preparagéo cristalizada, Wor-

thinton Biochemical Corp, New Jersey, EUA.

Sephadex G-100 e Blue dextran 2000, adgquiridos de

Pharmacia, Uppsala, Suécia.

Todos o©os demais reagentes empregados - foram

de grau analitico e obtidos comercialmente.

B. METODOS

1. Preparecac da farinha de feijao

Sementes quiescentes dos diversos cultivares de
Vigna s4inensis (L.) Savi foram usadas para preparagaoc ~ das
farinhas apos remocao dos tegumentos. As sementes foram tri
turadas em greal até obtengao de uma farinha de granulacgao ) 3
gual a 20-40 malhas por polegada linear (mesh) e armazena-

das em refrigerador (5°c).

2. Preparagao dos extratos de farinha

O0s extratos das diversas farinhas foram prepara-
dos com tampao fosfato 0,1 M, pH 7,6 (8), na proporgao de
1:10 (farinha : meio de extracdo) sob agitacéo constante, &
temperatura ambiente (28707, Apos esse tempo de contacto, a

suspensao foi centrifugada & 2.500 x g por 30 minutos, tam-

bém & temperature ambiente. O precipitado foi descartadoc e
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0o sobrenadante, chamado extratoc brutoc, filtradec em papel
qualitativc e usado para determinagtes de proteina e ativi-

dades anti-enzimatica.

3. Criacgao de insetos

Individuos adultos de Ccilosobruchus maculatus
desde sua chegada ac lahbhoratorio foram mantidos sobre semen
tes de Y4igna sinensis cv. seridd, acondicionados em frascos
de vidro transparente, de boca larga, fechados com tela de
nylon. Os frascos foram mantidos a temperatura ambiente(26-
30°C) e a2 cada geragao, fez-se a infestacdo de novas semen-

tes.

4, Preparacao dos extratos de insetos

Ne preparacgéo desses extratos foram utilizados in
setos adultos, com até 24 horas de emersaoc das sementes. Os
insetos fqram triturados em almofariz, com agua destilada,
na proporgac de 100 individuos para 10 ml. A extracgao se
processou por uma Kora, sob agitacgdo, & temperatura ambien-
te. Apds centrifugacdoc a 2.500 x g por 30 minutos, a 0°C, o
residuo fci desprezado e o sobrenadante filtrado em papel
qualitativo e usadc para determinagﬁes de proteina e ensa-

ios de atividade enzimatica e anti-enzimatica.

5. Preparacac dos extratos de detritos

0 termec detrito aqui empregado engloba os detri-

tos propriamente ditos, como restos de tegumentos origina-




dos de mudas e excrementos deixedos pelas larvas durante o
seu desenvolvimente. Os detritos nas sementes infestadas fo
ram cuidedosamente retiredos e deixados em contacto por uma
hora com tempac fosfato 0,1 M, pH 7,8 , com agitacao ocasig
nal, na proporcao de 3-4 mg/ml e a temperatura ambiente. A
suspensao foi centrifugada a 2.500 x g por 30 minutos, a
temperatura ambients (26°)., O precipitado resultante foi

desprezado e o sobrenadante filtrado em papel qualitativo.

6. Preparagac dos extratos de pupas

As pupas (17 a 20 dias apOs oviposigdo foram obti
das por seccionamento cuidedoso dos cotilédones até que as
mesmas fossem liberadas. As pupas assim obtidas foram liofi
lizadas & guardadas em frascos hermeticamente fechados, em
congelador (-IBDC]. Os extratos de pupas foram preparados u
sando-se pupas licfilizadas, sendo estas trituradas em almo
fariz, com dgua destilade, em propcrgdes que variavam de 4
a 30 mg/ml de acordo com o experimento. A extragao se pro-
cessou por uma hora sob agitagdo, a temperatura ambiente.
Em seguida, a suspenséo resultante foi centrifugada por 30
minutecs a 16.000 x g a SGC. 0O precipitado foi descartadoc e
0 scobrenadante filtrado em papel gualitativc e guardado em

congeledaor (-18%).

7. Preparagac de azo-caseina

A preparagac de azo-caseina foi feita essencial-

mente de acordo com o metodo desenvclvido por Goad (12) e
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modificado por Geruza Maia (Dissertagao de Mestrado em pre-

paracdo). A preparacao & obtida apds um processo de 7 eta-

pas
Etapa 1 - Uma solucao A constituida de :
acido sulfanilicoscecassssensal,BlB g
brometo de potaseitesssecresss0,084 g
aodida elorfdrico 1 NaesssesanssestS 0l
agua destilladaccessisevinassnvie3? Ml
& agitada em banho de gelo [BEY Apds equilibrio
adiciona-se gota a gota 18 ml da solucao B (nitri
to de sodio 0,2 M). Deixa-se a solugdo final, aci
Y do diazo-sulfanilico, em banho de gelo (0°c) em a
gitagao, por mais 15 minutos. }
Etapa 2 Prepara-se uma solugao de caseina 2% em NaOH 0, 1IN
resfriada em banho de gelo e tendo o pH ajustado
a 10.
Etapa 3 Adiciona-se a solucao de acido diazo-—-sulfanilico

gota a gota, a solugao de caseina 2%. A reacgdo se
processa em um banho de gelo e o pH & mantido em
torno de 10 pela adigdoc de NaOH 1 N. Apos a adi-
gao total do acido diazo-sulfanflico, mantem-se a

mistura sob agitagdo por 15 minutos a OOC, quando

entdo a reagdc & parada pela adicdc de HCl1 1 N a




102,

Etapa 4 - A solugao de azo-caseina & dialisada exaustiva-
mente contra NaCl 0,1 M, por 24 horas e contra

dgua destilada por mais 24 horas.,

Etapa 5 - A solugao dialisada na etapa acima, € adicionado
TCA 100%, sob agitacdo, de modo que a suspensao
figue com uma concentracao final de 2,5% do aci-

do.

Etapa 6 - Deixa~se a suspensac em repouso por 15 horas,fil
tra-se sob vi3cuo e lava-se o produtoc com 1 litro

de TCA 2,5%.

Etapa 7 - 0 precipitado da etapa 6 & ressuspenso em 150 ml
de agua destilada, diaslisado contra dgua por 16

horas e liofilizado.

8. Preparacao de inibidor bruto de feijao

A purificagao parcial de inibidores de tripsina
(T) e quimiotripsina (8T) foi feita de acordo com o método
estabelecido por Ventura e Xavier Filho (35), wutilizando-
se farinha de sementes de Vigna Adinensis cv. seridd moidas
em moinho Wiley e passadas em beneira de 60 malhas por po-
legada linear (mesh). Esta purificagao parcial, apos a
qual se obtém uma mistura de inibidores de tripsina e qui-

miotripsina, chamada de inibidor bruto (IB), consiste num

processo de 3 etapas, a saber:
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Etapa 1 - Extragao com agua: 500 g de farinha foram suspen

Etapa 2

Etapa 3

sas em 2 litrocs de Agua destilada, com agitagao
frequénte, durante 3 heras, a temperatura ambien
te (ZSDC]. Em seguida a suspensao foi filtrada
através de tecido fino de algodao. 0 residuo foi
ressuspenso em 2 litros de &gua com agitagao fre
quénte por mais 3 horas, a temperatura ambiente.
A suspensao foi filtrada e ambos filtrados foram

reunidos. 0 residuo foi desprezado.

Precipitagado com &cido tricloroacétice (TCA): ao
filtrado obtido na etapa 1 foi adicionado - TCA
100% (p/v), sob agitagao, em volume suficiente
para que a concentracgao final ficasse 2Z,5% de a-
cido. A suspensac fci deixada em repousoc por 16
horas, a 4DC, apos o que foi filtrada a vacuo. O

precipitado foi desprezado.

Precipitagao com sulfato de amodnic (NH4]2 so,
ao sobrenadénte da etapea anterior foi adicionado
sob agitagac, (NH4]2 504 solido, de modo que a
solugdo final ficasse 80% saturada. A suspensao
foi deixada em repousc por 16 horas, a 408, e em
seguida centrifugada a 16.000 x g durante 30 mi-
nutos e o sobrenadante desprezado. 0O precipitado
obtidc nesta etapa foi submetido a precipitagéao

com TCA e (NH4]280 como descrito nas etapas 2 e

4

3.
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0 precipitado foi entaoc redissolvido em 10 ml de
dgue destilada e dialisadc contra agua,a 12°¢ por
24 horas, e em seguida licfilizado. 0 material ob

tido foi chamado de inibidor bruto (IB).

8. Determinagac de proteina

A concentracao de proteina nos diversos extratos
foi determinade peloc métodec do micro-biuretoc a 330 nm (11),
usando-se como padrac albumina sérica bovina. As Ieitiras

foram feitas em um espectrofotometro Beckmann modelo puU.

10. Preparacgao das solugOes utilizadas como subs-

L/

tratos

Os substratos caseina, hemoglobina e azo-casefina,
foram preparados de acordc com os métodos estabelecidos por

Kunitz e Iracema Ainocuz.

T 1. Casedna: (271)

As soclugbes de caseina 1% foram preparadas, sus-
pendendo~-se 1 g de caseina em 100 ml de tampao 0,1 M,pH 7,8
e aquecendo-se até ehbuligdo por 15 minutos, quando entdo a
qasefna € totalmente solubilizada. Deixa-se esfriar, ajus-

ta-se a pH 7,8 2 em seguida cocmpleta-se o volume com agua

destilada para 100 ml. A solugaoc era armazenada em congela-

dor [—IBOC].
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16.2. Hemoglobina

Oissolve-se 1,0 g de hemoglobina bovina em 50 ml
de HC1 0,06 N, adiciona-se em seguida 40 ml de tampao ace-
tato 0,28 M, pH 3,5 , ajusta-se a pH 3,5 e completa-se o©
volume com tampao acetato para 100 ml (I.L.Ainouz, comuni-

cacaoc pesscal). A solugao € armazenada em congelador.

10.3. Azo-caselna

Uma grama de azo-caseina € suspensa em 100 ml de
tampao universal pH 5,0 (68). Aquece-se e deixa-se em ebuli
cao por 15 minutos. Deixa-se esfriar, ajusta-se a pH 5,0 e
em seguida completa-se o volume com agua destilada para

100 ml. A solugic & mantida em congelador.

11. Determinagéo de atividades enzimaticas

As condigbes de ensaio para a determinagdo das
atividaedes de enzimas proteoliticas de pupas foram estabe-
lecidas, utilizando-se solugoes de azo-caseina e hemoglobi
na. As atividades da tripsina e quimiotripsina foram deter

minadas, utilizandc~se solugbes de caseina como substrato.

11.1. Atividade azo-caseinasicea

11.1.1. ConcentragCes otimas de subs-

trato e enzima

Nestas experiéncias o meio de reagao encerrava

1,0 ml de extrato de pupa, contendo 2, 4 e 6 pupas/ml e
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2,0 ml de azo-caseina em tampaoc universal pH 5,0 em concen-

w

tragoes, variando de 0,17 a 0,53% no volume final de rea-

¢ao. A mistura foi incubada por 3C minutos a SODC, sendc a
reagao parada com 1,0 ml de TCA 10% (p/v). Apos 30 minutos
de repouso as suspensoes foram filtradas em papel de filtrao
qualitativo & 1,0 ml do filtrado alcalinizado com 1,0 ml de
NaOH 2 N. A atividede enzimética foi medida pela absorban-
cia em 440 nm dos peptidios diazotizados.

A fim de corrigir os resultados para a atividade
autodigestiva do extrato, foram sempre usados controles on-
de o extrato e o substrato foram incubados separadamente a

mesma temperatura, pelo mesmo tempo e o substratc adiciona-

do ac extrato ap6s adigao de TCA 10%.

1Y1%2s Efedtbo do . phH

0 efeitc do pH sobre a atividade azo-caseinasica
foi estabelecido, utilizandc-se o substrato na concentracao
de 0,33% em valcres de pH gue variavam de 2,5 a 10. 0 pH
das solugboes de azo-caseina foi mantido nos valores deseja
dos pecr diluigdo de uma solucgdo estoque de azo-caseina a
2%, preparada como no Iftem 10.3 com tampdo universal nos
diversos valores de pH e estes reajustados em pofenciﬁme—
tro. 0Os enseios foram feitos incubando-se 1,0 ml do subs-
trato com 0,5 ml de extrato (16 pupas/ml) e 1,5 ml de tam-

pao universal nos diversos valores de pH por 30 minutos a

50°C, sendo o reagaoc parada com 1,0 ml de TCA 10%. Apdos 30
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minutos de repouso, as suspensﬁegrforam filtradas em papel
quélitativo, sendo retirado 1,0 ml do filtrado e alcalini-
zado com 1,0 ml de NaOH 2N. A hidrdlise enzimatica foi me-
- dide pela absorbancia em 440 nm dos produtos corados forma
dos. Foram feitas provas em branco, sendo gue, nestes ca-

s r
sos, a2 adigdo de TCA precedeu & de azo-caseina.

1.1.3. Efeito da temperatura e do tem-

po de reagao

A tempesratura e o tempo de reagdc foram estabele
cidos, fazendo-se ensaios de atividade enzimdtica nas tem-
peratures de 230, 40, 50, B0 e 7OOC e intervalos de tempo
de 15, 30, 45, 60, 890 e 120 minutos. Cs ensaios foram fei-
tos incubando-se 1,0 ml do substrato é 1% com 0,5 ml de ex
trato (16 pupas/ml) e 1,5 ml de tampao uhiversal, S -5l v
A reagac foi parada com 1,0 ml de TCA 10%, apds 30 minutos
de repousoc as suspensoes foram filtradas em papel gqualita-
tivo, sendc retiradc 1,0 ml do filtrado e alcalinizado com
1,0 ml de NaGOH 2N. A atividade azo-caeseinadsica fci medida
pela absorbancia em 440 nm dos produtos corados formados.

Foram feitas proves em brancoc para todos os tubos.

11.1.4. Unidade de atividade azo-case-

inasica

Para os calculos de atividade azo-casgsinasica

foi definida a seguinte unidade: 1 unidade de atividade &
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a quantidade de enzima gque produz uma absorbancia a 440 nm
de 0,1000 U.D.0. por 1,0 ml do extrato pcr 30 minutos de

reagdo a 50°C e pH 5,0.

11.2. Atividada hemoglobindsica

11.2.1. Concentragtes otimas de subs-

trato e enzima

As concentragtes Gtimas de substratoc e extrato
foram determinadas, usandc-se 5,0 ml de hemoglobina nas
concentragdes gque variavam de 0,17 a 0,83% em tampaoc ace-
tato 0,28 M, pH 3,5 (68) e 1,0 ml de extrato de pupa nas
proporgdes de 1, 2 e 3 pupas/ml. A mistura foi incubada
por B0 minutcs, a 4OOC, sendo a reagac parada com 1,0 ml
de TCA 40% (p/v). Apds 30 minutos de repouso,as suspensoes
foram filtradas em papel quantitativo, sendo retirado 1,0
ml do filtrado e alcalinizade com 0,2 ml de NaOH 2N. A ati
vidade hemoglobindsica foi determinada empregando-se o rea
gente de Folin, modificado por Lowry (27). A densidade oti
ca foi determinada num espectrofoiometro Spekol a 750 nm.

Foram fsites provas em branco para todos os tubcs,

11.2.2. Efeito do pH

0 efeito do pH sobre a atividade hemoglobinasica

foi determinado utilizando-se hemcglobina na concentracgao

de 1% em valores de pH, que variavam de 2,5 a 11. 0 pH das
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sclugoes de hemoglobina foi mantidoc nos valores desejados
per diluigdo de uma solugac estogue de hemoglobina 2%, pre
parada como no Item 10.2 cem tampaoc universal e o pH rea-
justado em potencidmetro. Os ensaics feoram feitos incuban-
do-se 1,0 ml do extrato (2 pupas/ml) com 5,0 ml do substra
to por B mEnubtos, & ST A reagac foi cessada com 1,0 ml
de TCA 40% e, apts permanecer 30 minutos em repousa, as
suspensoes foram filtradas em papel quantitativo e retira-
do 1,0 ml do filtrado que foi alcalinizado com 0,2 ml de
NaOH 2N. A atividade hemoglobinasica fci medida usando-se
c reagente de Folin, modificado por Lowry (27). A densida-

de Otica foi determinada num espectrofotometro Spekol a

750 nm. Provas em branco foram feitas para todos os tubos.

11.2.3. Efeito da temperatura e d

Q

tempc de reagao

A temperatura e o tempo de reagac foram determi-
nados, fazendc-se ensaios de atividade hemoglobinasica nas
temperaturas de 30, 37, 40 e SDGC g intervalos de tempo de
15, 30, 45, 60 e 90 minutcs. As determinagGes foram feitas
usando-se 5,0 ml de hemoglcbina a 1% preparada em tampao
scetato 0,28 M, pH 3,5 e 1,0 ml de extratec de pupas (2 pu-
pas/ml), a reacdc foi cessada com 1,0 ml de TCA 40%. ApoOs
30 minutes de repouso, a mistura foi filtrada em paepel de

filtro quantitativo e retirado 1,0 ml do filtrado que fol

alcalinizado com 0,2 ml de NaOH 2N. A atividade hemoglobi-
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nasica foi determinada como no Item anterior.

11.2.4. Unidade de atividade hemoglo-

Para os calculos de atividade hemoglobinasica
foi definida a seguinte unidade: 1 unidade de atividade e
a guantidade de enzima que produz uma absorbancia a 750 nm
de 0,1000 U.D.O. por 1,0 ml de extrato por 80 minutos de

reacao a 40°C e pH. 3,54

11.3. Atividade triptica e quimiotriptica

Foram preparadas solugoes estoque de tripsina
dissoclvidas am HC1 0,G025 M: a concentracaoc de enzima foi
determinada por meio de leituras de absorbancia a 280 nm

em espectrofotdmetro Beckmann DU, usando-se como fator oti

1 mg/ml

#4 FZBD nm

0,821 (36). As solugbes continham de 0,345
a 0,379 mg/ml. Para a determinagac da atividade da tripsi-
na utilizou-se caseina como substrato, segundo o método de
Kunitz (21)., Diluindo-se a solugac estoque de tripsina em
HC1 0,0025 M, obtem-se uma solugdo de concentragao, aproxi
madamente 13 ug/ml; esse solugao diluida foi usada nos en-
saios de atividade. Volumes crescentes de solugado diluida
de tripsina foram pipetedos em tubos de ensaio e os volu-

mes completados para 1,0 ml com HC1 0,0025 M; em seguida

foi adicionado 1,0 ml de tampao fosfato 0,1 M, pH 7,6 acs

diversos tubos. Os tubos assim preparados foram colocadcs
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em banho a 87°6 @ apos 10 minutecs a reagao foi iniciada pe-
la adigao de 1,0 ml de caseina a 1% em tampao fosfatoc 0,1 M
pH 7,8. Decorridos 20 minutos a reacgac foi paradé cem 3 ml
de TCA 5% e o0s tubos retirados do banho. Apos 30 minutos de
repouso, as suspensoes foram filtrades em papel quantitati-
Vo & suas atividades determinadas pelo reagente de Folin,
modificado peor Lowry (27). A densidade otica foi determina-
da num espectrofotometrc Spekol a 750 nm. Foram feitas pro-
vas em branco para as concentragoes extremas de tripsina,
sendo que nestes casos a adicac de TCA sempre precedeu a de
caseina. Corregdes para concentragdes intermediarias das

provas em branco foram cbtidas por interpclacgao.

Para a determinacéoc de atividade quimiotriptica o

procedimento foli exatamente o descritoc acima com excegao
das concentragées de enzima (diluida em &gua), que foi da
(=] .

ordem de 0,355 a 0,380 mg/ml. Estas concentragcGes foram ob-

1 mg/ml

tidas utilizando-se o fator otico F
280 nm

0,500 (21).

11.4, Atividade da pepsina

Foram preparadas solucgoes estoque de pepsina (0,2
mg/ml) dissolvidas em HC1l 10 mM (3). Para determinacgao da
‘atividade da pepsine utilizou-se como substrato azo-ceseina
e hemoglcbina. As condigOes de ensaic foram as mesmas utili

zadas na determinagadc da atividade azo-caseindsica de pupas

de Callosobruchus maculatis.
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12. Determinacac de atividades inibitdrias

Atividades inibitorias das preparagoes estudadas
foram avaliadas por comparagaoc de amostras, contendo quanti
dades crescentes de inibidores em presenga de uma gquantida-
de fixa de enzima, com amostras contendo somente tripsina,
guimiotripsina ou extratcs de pupas. Provas em branco para
as enzimas e para concentragoes extremas de inibidores fo-
ram sempre feitas. Correcdes para concentragbes intermedia-
rias das provas em brancc de inibidores foram obfidas por
interpolagéd. Para determinagado das atividades anti-tripti-
ca e anti-quimiotriptica o método utilizadec foi o de Kunitz
descrito anteriormente, e as atividades foram expressas em
unidades de inibidor (UI), de?inidas'por Xavier Filho (37).
As atividades anti-hemoglobinéasica e anti-azo~caseinasica

foram expressas em unidades de dinibidor, assim definidas:

i UIAzC—ase 2 a guantidade de inibidor que baixa para
0,050 U.D.0. (440 nm) a leitura de wum padrao
de enzima que da 0,100 U.D.0. (ou 1 UE) nas
condigoes do ensaio.

1 UIHb-ase - 2 a quantidade de inibidor gue baixa para

0,050 U.D.O. (750 nm) a leitura de um padréo

de enzima gue dé&a 0,100 U.D.O. (ou 1 UE) nas

condigoes do ensaio.
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13. Filtracao em gel dextrana

Uma coluna de Sephadex G-100 foi preparada segun
do Determann (9). O gel foi deixado equilibrar em agua por
72 horas com agitagdc ocasicnal, apbs o gue foi deixado se
dimentar livremente em uma coluna de 1,3 cm de didmetro e
25 cm de altura. A coluna foil em seguida equilibrada com
tampdo fosfato 0,02 M, pH 7,8 ou com tampao acetato 0,02 M
pH 5,0 a temperature ambiente (26°). Uma amostra de 20 mg
de "Blue dextran” foi dissolvida em 2,0 ml do tampao de
equilibrio, contendc 206 mg de sacarose e aplicada na colu
la para determinar o seu volume de exclusao (Vo). A elui-
caoc foi feita com o tampdo de equilibric a um fluxoc de 20
ml por hora. Os efluentes da ccluna foram recolhidos em
fragbes de 2,0 ml, em um coletor automatico de fragoes
LKB-Radi Rac e as absorbancias determinadas em um espectro
fotometro Spekol a 660 nm.

Aplicocu-se na cocluna praviamente equilibrada,
1,0 ml de amostra nc tampao de equilibrio, contendo 20 mg
de extratoc liofilizado de pupe e 100 mg de sacarose. A elu
igao foi feita com tampadc de equilibrio a um fluxo de 20
ml por hora. 0Os efluentes da coluna foram recolhidos em
fragCes de 2,0 ml, determinada sua densidade S6tica a 280nm
e as atividades azo-caseinasica e hemoglobinasica.

Para os célculos dos pesos moleculares foil usada

a seguinte fdormula, dada por Determann (8) :
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lcg M = 5,941 - 0,847 (Ve/Vo), onde Ve & o volume de elui-

cao e Vo o volume de exclusao.

14, Nitrogénio amino-sollvel

Nitrogénio amino-scldvel foi medido na fragac so-
ldvel em TCA, resultaente dos ensaios de atividade azo-casei
néasica, hemcglobindsica e de pepsina, de acordo o método de
Hyman Rosen (28). A 0,5 ml da amostra adicionou-se 0,5 ml
de &lcool iscopropilico 50%, 0,5 ml de tampdc acetato-ciane-
to pH 5,1 e 0,5 ml de sclucao de ninhidrina a 3% em metil
cellosolve, sendo a2 mistura colocada em banho maria (lGGOC]
por 15 minutos. ApGs esse tempoc, os tubos contendo as amos-
tras forem retirados dc banho = adicionado a cada um deles
5,0 ml de 2lcool isocpropflico 50%, com agitagaoc. A cor de-
senvolvida foi lida & 570 nm em um espectrcfotOmetro Spekol
Calculou-se a concentracdo de nitrogénic amino-soldvel por

comparagao com uma curva padrao de L-leucina.

15. Resisténcia de ssmentes ao C. maculatus

Tres sementes de diversos cultivares de Vigna 44-
nensis, de Vigna unguiculata (TVu-2027) e de dois cultiva-
res de Phaseclus vulgaris foram acondicionadas em frascos
de vidrec transparente, com 6,5 cm de altura e 5,0 cm de dié
metro. Cinco caesais de adultos de . maculatus foram intro-

duzidcs nos frasces e estes fechados com tela de nylon. A-

pés B horas de permanencia nos frascos os insetos foram re-
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1

tirados, fazendo-se & remocado d¢o excesso de ovos, ceixando-
se apenas 3 casais por semente (32). A emergéncia de inse-
tos foi verificade diariamsnte e os adultos emergidos re-
tirados. A resisténcia ao inseto foi medida por um Indice

obtido ao se multiplicar o nimerc de adultos emergidos pe-

lo inversc do tempo, em dias, necessario para emersao.

16. Agaoc da hemcglobinase de pupa scbre o IB

0 efeito de hemoglobinase presente s8m extratos
de pupas scbre as atividades anti-triptica e anti-quimic
triptica de inibidor bruto (IB) de sementes do cultivar se
ridé foi estudada medindc-se a atividede residual destes 2
tipos de inibidores apds incubagdo de extrato de pupas com
IB, nas condigdes de ensaic estabelecidas para a hidrolise
de hemoglobina.

Duas aliquotas de 15 ml de uma solugio de inibi-
dor brutc, centendo 0,13 mg/ml em tampadoc universal pH 3,5
foram postas em frascos de srlenmeyer de tampa esmerilha-
da. Adicicnou-se a um dos frasccs 5,0 ml de um extrato,
contendo 386 mg de pupas liofilizadas por mililitro de agua
destilada, obtido comc no Iitem B. A outro frasco ccntendo
solu¢ao de IB foram adicicnados 5,0 ml de &gua destilada.
Imediatamente apds as adigGes acima referidas foram retira

das aliquotas de 3,0 ml para tubos de ensaio, contendo 3,0

ml de TCA 5%. Logo apds esta operacao ambos frascos foram

postos em banho a 40°C e apds 60, 120, 180 e 240 minutos
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foram retiradas alfquoctas de 3,0 ml para tubos, caontesndo
3,0 ml de TCA 5%. Apos 30 minutos de repousc as suspensoes
foram filtradas em papel quantitativo e os filtrados, apos
serem neutralizados com 0,5 ml de NaOH 2 N, foram 1levados
para 10 ml com tampac fosfato 0,1 M, pH 7,8. As atividades
anti-triptice e anti-quimiotriptica forem avaliadas em ali
gquotas convenientes das solugbes acima, pelo método de Ku-

nitz modificadoc por Xavier Filho (comunicagac pessoal).

17. Agao da azo-caseinase de pupa sobre o IB

0 efeito da azo-caseinase de pupa sobre as ativi
dades anti-triptica e anti-guimictriptica de IB foi inves-
tigado de modo semelhante ac descrito no Item anterior. As

condigOes estabelecidas para a determinagio de azo-casei-

nase foram utilizadas neste caso.




IIT. RESULTATIOS

1. Caracterizagao das pupas utilizadas

Pupas de Caffosobruchus maculatus (17 dias apbs
oviposigéo],quahdo frescas, pesam em média cerca de 5,3 mg
e, apos liofilizacgdo, este peso desce para mais ou menos
3,0 mg. A concentracgao de proteina na pupa fresca € em tor

=

no de 4% e na pupa liofilizada & de 7%.

2. Condicbes de ensaio

No estabelecimentc das condigoes a serem priliza
das nos ensaios das atividades hemoglobindsica e azo-casei
ndsica presentes em extratos de pupas e adultos de Callo-
sobruchus maculatus, as pupas tinham de 17 a 20 dias e os
adultos 1 dia apos a emersao.

As variacoes de atividade hemoglobinasica em fun
¢ao do pH, mostradas na Figura 1, foram determinadas no in
tervalo de 2,5 a 11, verificando-se uma atividade mdxima a
pH 3,5 , sendo este valor escolhido para os ensaios subéeq
guentes. Observou-se uma atividade maxima a 40°%¢ (Figura2)
e o tempo de reagac de B0 minutos fol escolhido -tendo em
vista os dados da Figura 3. \

Os resultados obtidos quando doc emprego de con-
centragbes crescentes de hemoglobina e guantidades fixas
de extrato de pupas encerrando atividade hemoglobinasica

sao observados na Figura 4. Verificando-se gue, para extra

30
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Figura 1 - Efeito do pH sobre a atividade hemoglobinasica presente em extrato de

pupa de C. macufatus. Condigbes de ensaio: 5 ml de hemoglobina 1%; 1 ml de extra
to aquoso de pupa (2 pupas/ml); temperatura, 4ODC; tempo de reagao, 60 minutos;
reagao parada com 1 ml de TCA 40%. Atividade enzimatica medida em 750 nm e cal-

culada com relagdo & atividade maxima.
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Figura 2 - Efeito da temperatura sobre a

atividade hemoglobinasica presente em ex-
trato de pupa de C. maculatus. Atividade
determinada em pH 3,5 ( tampao acetato

0,28 M ). As demais condigoes de ensaio

estao especificadas na Figura 1.
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Figura 3 - Efeito do tempo sobre a atividade he-

moglobinasica presente em extrato de pupa de G
maculafus. Os ensaios de atividade foram realiza
dos em tampao acetato 0,28 M, pH 3,5. As demais
condigoes de ensaio estao descritas na Figura 1.
Aliguotas de 1 ml dos filtrados foram usadas pa-
medidas de absorbancia em 750 nm, apos reagao

com o reagente de Folin.
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Figura 4 - Efeito da concentragao de hemoglobina s0
bre a atividade hemoglobinasica presente em extrato
de pupa de C. macufatus. Condicgoes de ensaio: hemo-
globina 1%, pH 3,5 em tampao acetato (0,28 M); 1 ml
de extrato aquoso de pupa (2 pupas/ml); tempo de in
cubacao, 60 minutos; temperatura, 4DOC; reacgao para
da com 1 ml de TCA 40%. Aliquotas de 1 ml dos fil-
trados foram usadas para medidas de absorbancia em

750 nm, apos reacao com reagente de Folin.
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tos de pupas com 6 mg/ml, a concentracao final de hemoglo-
bina, 0,83% no volume de reagao & suficiente para saturar
a enzima.

Apos o© estabelecimento da concentragao de subs-
trato foram feitos ensaios, variando—sé, agora, a concen-
tragédo da enzima presente no extrato. De acordo com a Fi-
gura 5, a atividade hemoglobinasica aumenta linearmente em
fung@o de quantidades crescentes ds enzima,

Feita a anadlise dos dados acima foram estabeleci
das as seguintes condigOes de ensaio para a atividade hemo

globinédsica: pH, 3,5; tempe de reacédc, 60 minutos; tempera

tura, 4DDC; substrato, 5,0 ml de hemoglobina 1%; extrato,

1,0 ml da preparacao contendo de 6 a 8 mg/ml de pupa 1lio-
filizada, resultando um volume de reagao de 6,0 ml. Foi
utilizado 1,0 ml de TCA 40% (p/v) a fim de parar a reacgao.

Uma vez estabelecidas as condicoes de ensaio com
pupas de Caflosobruchus naculatus, foi feita a determina-
cao de atividade hemoglobindsica em extrato de insetos com
1 dia apb6s emersao das sementes, verificando-se gue a ati-
vidade hemoglobin&sica na pupa € cerca de 5 vezes maior
gue no inseto adultc (Tabela 1).

A influéncia do pH sobre a atividade
azo-casesindsica de pupas & mostrade na Figura 6, observan-
do-se ume atividade mé&xima a pH 5,0,

As variagtes da atividade azo-caseindsica em fun

¢ao da temperatura (Figura 7) foram determinades nas tempe
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Figura 5 - Efeito da hemoglobinase presente em ex

trato de pupa de Callosobruchus maculatus sobre a

velocidade de reagao. As condigOes de ensaio sao

as mesmas descritas na Figura 4.
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TABELA 1

Unidade/individuo
Enzima Pupas/Adultos
Adultos pupas
Hemoglobinase 0,440 R AR 5
Azn-caseinase 0,210 0,432 2
i i) i {UE = = E
Unidades de hemoglobinase{U Hb) & azo-caseinase(U AzC)

em adultos (1 dia) e pupas de C. macufatus.
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Figura 6 - Efelto do pH sobre a atividade azo-caseindsica presente em ex-
trato de pupa de C. macufatus. Condigdes de ensaio: 1 ml de azo-caselna a
1%y 0,5 ml de extrato aquoso de pupa (16/pupas/ml); 1,5 ml de tampao uni-
versal (pH 2,5 a 10); tempo de incubagado, 30 minutos; temperatura, SDOC;
reagdo parada com 1,0 ml de TCA 10%. A atividade enzimatica foi.medida pe
la absorbancia em 440 nm, apos a adigdo de 1 ml de NaOH 2 N a 1 ml do fil

trado e calculada em relagao a atividade méxima.
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Figura 7 - Efeito da temperatura sobre a atividade

azo-caseinasica presente em extrato de pupa de C.
macufatus. Atividade determinada em pH 5,0 (tampao

acetato 0,28 M). As demais condigoes de ensaio fo-

ram especificadas na Figura 6.
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raturas de 30 a 7DGC, cbservandc-se uma temperatura otima
de SDOC. 0 tempo de reacac de 30 minutos foi escolhido le-
vando-se em consideragadc os dados da Figura 8.

A curva de efeitoc do substrato scbre & velocidade
de reagao mostra gque, para extratos com concentragao igual
a 24 mg/ml de pupa, uma concentragao final de 0,53% de azo-
caseina no volume de reagac & suficiente para saturar a en-
zima (Figura 8).

Escolhida a concentragac safurante de substrato
(0,33%) foram feltos ensaios mantendo-se fixa esta concen-
tragao e variando-se a concentragao de enzima. Como mostra
a Figura 10, a atividade azo-caseindsica guarda uma relagao
linear com quantidaedes crescentes.-de enzima.

Apds a andlise dos dados acima foram estabeleci-
das as seguintes condigoes de ensaio para a atividade azo-
caseinasica: tempo de reacgao, 30 minutos; pH, 5,0; tempera-
tura, SOOC; 1,0 ml de azo-caseina 1%; 1,0 ml de extrato de
pupa (24 mg/ml) e 1,0 ml de tampao acetatc 0,28 M, pH 5,0 ,
perfazendo um voclume de reagac de 3,0 ml. Foi utilizado 1,0
ml de TCA 10% (p/v) para parar a reagao.

A atividade azo-caseindsica presente em extrato
de insetgc 6om 1 dia apos emersac das sementes foi determina
de utilizando-se as mesmas condigdes estabelecidas para pu-

pas. Verificou-se que a atividade azo-caseindsica de pupa &

cerca de 2 vezes maior que a do inseto adulto (Tabela 1).
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Figura 10 - Efeito da concentracao de azo-caseina

se presente em extrato de pupa de Callosobruchus

maculatus sobre a velocidade de reacao. As condi-

coes de ensaio sao as mesmas descritas na Figura

9.




3. Nitrogenic amino-solivel

A guantidade de nitrogénio amino-soldvel referi-
da a uma curva padrao de leucina foi determinada nos fil-
trados dos ensaics de atividade hemcglobinédsica e azoc-ca-
seindsica de pupas de Calloscbruchus macufatus e comperada
ccm a determineda nos filtrados dos ensaios de atividade
de pepsine utilizando-se hemoglcbina e azo-caseina como
substratos nas mesmas condigbes de ensaioc desenvolvidas Pa
ra as atividades hemoglobindsica e azo-caseinasica. 0Os re-
sultades mostrados nas Tabelas 2 e 3 sugerem gque a ativida
de hemoglobindsica € cerca de 17 vezes maior que a ativida

de azo-caseindsica.

4, Filtragac em gel dextrana

0 extrato total de pupas, dialisado e liofiliza-
do, mecstrou 2 ccmponentes guando submetido & filtracao em
gel dextrana (Sephadex G-100) em tampao fosfato 0,02 M, usH
7,8. Um componente A, de peso mclecular em torno de 104000
daltons, encerrando as atividades hemoglobinasica e azc-ca
seindsica. 0O componente B nao encerra estas atividades e
tem peso mclecular em torno de 6.000 daltons (Figura 11 ).
Quando se uscu tamp3c acetato 0,02 M, pH 5,0 como  tampéo
de eluigao, o comportamento do extrato de pupas foi idénti

co ao anterior, mostrande que a distribuicéoc de peso mole-

cular para as duas atividades nac depende de pH, pelo me-




TABELA 2

Enzima UM Leu/ug peps UM Leu/pupa UM Leu/pg pupa UM Leu/pg prot g peps/yg prot
g
Pepsina L2 s 10
3 =3 1
Hb-ase 380 %10 0,06 x 10 08725 w10 0,073

4 M de leucina produzido nas seguintes condigOes de ensaio:

peratura,

4p0°c; pH, 3,5

tempo de reacéao,

60 minutos

substrato, hemoglobina 1%; tem-

St




TABELA 3

1
Enzima UM Leu/ug peps KM Leu/pupa . MM Leu/Hg pupa MM Leu/Hg prot Mg peps/Hg prot
=3
Pepsina 2:8 ¢ L0
-3 -3 -3 :
AzC-ase ZZ % A0 0,0074 x 10 U5 % .41 0,0043

UM de leucina produzido nas seguintes condigdes de ensaio: substrato, azo-caseina 1%; tem~

peratura, SDOC; pH, 5,0; tempo de reagao, 30 minutos.

9%
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nos na regiao utilizadas (Figura 12). Tanto em pH 7,6 como
em pH 5,0 fci evidenciada a presenca de um compcnente com a
tividade hemoglobinédsica na regiao de peso molecular em tor
nc de 30.000 deltons. Este componente aparentemente naoc a-

presenta atividade azo-caseinasica.

5. Atividade inibitdria

0 grédficoc de inibigdc de hemoglobinase de pupas
peloc inibidor bruto de Vigna sdinensis cv. seridd &€ mostrado
na Figura 13. Observa-se que, para inibir totalmente a ati-
vidade hemoglobinasica encerrada em 4 mg de pupas, sac ne-
cessarias 5 mg de inibidor bruto. Como as pupas apresentam
7% de proteina, verifica-se que sdo necessarias 17,8 mg de
inibidor brutc pare inibir completamente a atividade hemo-
glcbin&sica encerrada em 1,0 mg de proteina de pupa (Tabelea
4).

A inibigac de azoc-caseinase de pupas pelo inibi-
dor bruto & mostrada na Figura 14. A partir desse grafico é
possivel se calcular gue saoc necessarias 6,1 mg de inibidor
brutc para abelir completamente a atividade azo-~caseinasica
encerrada em 1,0 mg de proteina de pupe (Tabela 4).

A Figura 15 mostra a inibigéoc de tripsina ainda
pelc mesmc inibidor bruto observando-se que sao necessarias

apenas 0,3 mg de inibidor bruto para inibir completamente a

atividade de 1,0 mg de tripsina (Tabela 4).
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Figura 13 - Efeito da concentragao do IB dve Via-
na d4inensis cv. serids sobre a atividade hemoglo
bindsica presente em extrato de pupa de C. macu-
Latus. Foi utilizado 0,5 ml de extrato aguoso de
pupa (2 pupas/ml). A solugao de inibidor bruto
foi preparada em agua destilada na proporgao de

g 5 mg/ml. As demais condigoes de ensaio foram as

estabelecidas para o ensaio de hemoglobinase.




TABELA 4
Enzima IB/proteina (mg/mg)
Hemoglobinase 17,80
Azo-caseilnase 6,10
Tripsinea B ;30

Relagao entre a gquantidade de inibidor bruto
de Vigna 44inensis cv. seriddc e a quantidade
de prcteina de pupa ocu tripsina nacessaria

para abolir as atividades hemoglobinasica,

azo-caseinéasica e triptica.
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Figura 14 - Efeito da concentragao de IB de Viana
sdinensis cv. serido sobre a atividade azo-caseindsi-
ca presente em extrato de pupa de Caflosobruchus ma-
- culatusd. Foi utilizado 1,0 ml de extrato aquosé de
pupa ( 10 pupas/ml]. A solugao de IB foi preparada
em agua destilada na proporgéo de 38 mg/ml. As de-
mais condigoes de ensaio foram as estabelecidas para

0 ensaio de azo-caseinase.
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na e descritas em Métodos.
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As atividades anti-azo-caseinasicas de extratos
brutos de sementes dos diversos cultivares de Yigna sinen-
444 e do cultivar TVu-2027 de Vigna unguiculata foram deter
minadas pelo método estabelecido. Duas curvas tipicas para
o cultivar seridd e para o cultivar TVu-2027 sao mostradas
nas Figuras 16 e 17, respectivamente. As atividades anti-
triptica foram também determinadas para os mesmos cultiva-
res., A Tabela 5 mostra ambos os tipos de atividade anti-en-
zimdtica deos diversos extratos brutos das sementes e do ind
bidor bruto do cultivar serido. A relagao entre os dois ti-
pos de inibidores sugere gue o inibidor de azo-caseinase
nac € purificado guande da preparacao de inibidor bruto,
pois, enquanto a atividade anti-triptica passa de 4.18C pa-
ra 1.040.000 a anti-caseinasica passa de 548 para apenas

658 (Tabela 5).

6. Presenga de inibidores em pupas e adultos

Extratos de pupas e adultos de (. maculatus foram
examinados com a finalidade de se determinar a presenga de
atividade anti-triptica e anti-quimiotriptica. O0s resulta-
dos obtidos mostraram que somente a atividade anti-quimio-
triptica se encontra presente em pupas com 17-20 dias, na

proporgao de 0,036 UI__/mg.

QT
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Figura 16 - Efeito inibitorio da concentrrat;éo de
extrato bruto de Viana s4inensis cv. serido 1:10
(farinha : meio de extragao)l sobre a atividade
azo-caseinasica presente em extrato aguoso de
Callosobruchus maculatus (10 pupas/ml). As condi
coes de ensaio foram as estabelecidas para o en-

saio de atividade azo-caseinasica.
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Figura 17 - Efeito inibitorio da concentra-
cao de extrato bruto de Vigna unguiculata

(TVu-2027) 1:10 (farinha:meio de extracgao)
sobre a atividade azo-caseinasica presente
em extrato de pupa de Calfosobruchus macula-
tus (10 pupas/ml). As condigoes de ensaio fo

ram aquelas estabelecidas para o ensaio de

atividade azo-caseinasica.
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TABELA 5
Cultivares Uzt /g* Ut /g Wi 203
T AzC-ase T AzC-ase
CE-01 (seridd) 4,100 549 A7
CE-25 3.740 541 6,91
CE-31 4,320 510 8,47
EE=237 4,500 550 8,18
CE-315 4,500 558 8.00
\ Pitidba 5.800 578 - 10.03
Red-bow 13.100 571 22.94
Q. cadeira 15.700 590 26,61
TVu-2027 24,000 703 34,42
IB (serido) 1.040.000 658 1580

Inibigdo da atividade triptica e da atividade azo-caseinasi-
ca de pupas de Caflloscbruchus macufatus por extratos brutos
de diversos cultivares de Vigna sinensis, TVu-2027 (Vigna un-
guilata). Para comparacao s3o mostrados os valores para o IB

do cultivar serido.

* De acordo com Xavier Filho 1UIT = 0,6 ug, portanto o cul-~

tivar seridc apresenta cerca de 0,25% de inibidor e o ini-

bidor brutno cerca de 62%.
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7. Resisténcia da semente =20 Callesobruchus

A Figura 18 mostra a correlacao entre a concen-
_tragéo de inibidores de tripsina de diversas sementes e a
emergéncia de adultcs de Callosobruchus maculatus em Vigna
unguiculata (TVu-2027), Phaseolus vulgaris (Rico 23 e um
cultivar "mulatinho”) e diversos cultivares de V. sinensds.
A correlagaoc entre a emergéncia de adultos de C. maculatus
e a concentragao de inibidores de azo-caseinase presentes

nas sementes & mostrada na Figura 19.

8. Acao das proteases de pupa sobre o IB do cul-

tivar seridad

Uma preparacao bruta de inibidores de V. sinensis
cv. seridd foi incubada com extrato de pupa de C. macuflatus
com a finalidade de observar-se a agao exercida pelas pro-
teases destas pupas sobre a atividade anti-triptica e anti-
guimiotriptica do IB, Os resultados obtidos mostraram que

as atividades anti-triptica e anti-quimiotriptica do IB per

maneciam inalteradas.
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Figura 18 - Correlacao entre a emergencia de adultos de

Callosobruchus maculatus em diversos cultivares de Vigna
‘sinenssis [ (1) CE-25; (2) CE-01; (3) CE-31; (4) CE-237;
(5) CE-315; (B) pitiduba; €£7) red-bow; (8) quebra cadei-
ra ), em Vigna unguiculata ( (89) TVu-2027 ) e em Phaseo-

Lus vulgardis ( (10) "mulatinho”; (11) rico-23 ) e a con-

centragdo de inibidores de tripsina nestas sementes.
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Figura 19 - Correlagao entre a emergéncia de adultos de

Callosobruchus maculatus em diversos cultivares de Vigna
sinensis ( (1) CE-25; (2) CE-01; (3) CE-31; (4) CE-237; (5)
CE-315; (B) pitidba; (7) red-bow; (B) guebra cadeira ) e em

Vigna ungudiculata ( (89) TVu-2027 ) e as concentragdes de ini

bidores de azo-caseinase nestas sementes.




IV . DISCUSSZ0

Proteases digestivas de insetos foram sempre es-
tudadas em extratos brutos ou homogenatos de tecido intes-
tinal. Os substratos normalmente usados foram gelatina, ca
seina e hemoglobina (24). As proteases isoladas de insetos
apresentam, em sua quase totalidade, atividade semelhante
a tripsina ou 2 quimiotripsina. As do tipo tripsina tem pe
so molecular entre 17.000 e 32.000 daltons e ja foram iso-
ladas de Pienis brassica, Apis mellifera, Manduca sexta,
Vespa onientalis, Tineola bissellielleo e Locusta mighrato-
nia (24), Proteases, tipo quimiotripsina, j& foram isola-
das de Vespa orientaldis, Apis mellifera e PLends brassi-
éd 12%) .

Dos insetos estudados, poucos sao os que apre-
sentam proteases ativas em pH acido e, dentre eles, pode=-
mos citar: Calliphora enryihrocephala, Locusta  migratoria
migratoroides, Chironomus tentans e Antheracea pernyi(24).

Pupas de Caflosobruchus maculatus apresentaram
forte atividade proteclitica em pH Acido. Utilizando-se he
moglobina e azo-caseina como substrato foram detectados va
lores de pH 6timos de 3,5 e 5,0 , respectivamente. As ati-
vidades hemoglobinasica e azo-caseindsica de pupa em pH al
calino (> 7,0) correspondem a 3% e 7%, respectivamente, de

sua atividade nos respectivos valores de pH o6timo (Figuras

l e B). Ambas atividades sao mais fortes em pupas quei: @




62

adultos (Tabela 1), sendo que a atividade hemoglobinasica &
cerca de 17 vezes maior que a atividade azo-caseindsica (Ta
belas 2 e 3).

Um peso molecular de.aproximadamente 104.000 dal-
tons, por filtragao em gel (Sephadex G-100), foi encontrado
para as duas proteases acidas. E evidente a presenga de um
componente com atividade hemoglobinésica na regiao de peso
molecular de 30.000 daltons. Aparentemente este componente
ndoc apresenta atividade azo-caseindsica. Pode-se também ob-
servar quera distribuicao de peso molecular para as duas a-
tividades nao depende de pH, pelo menos na regiac estudada
(Figuras 11 e 12).

Quando um inseto seleciona sua semente hospedei-
ra, & bastante razodvel aceitar-se 2 idéia de que seu sis-
tema proteolitico seja capaz de digerir extensivamente as
protefnas desta semente, principalmente se esta e rica em
proteina, como € o caso de Vigna (24-34%). Este sistema, ng
cessariamente, forneceria os amincacidos requeridos para o
desenvolvimento da larva.

Em confronto com esta ideia simples, Applebaum,
no entanto, trabalhando com Callosobruchus chinensis, semen
tes de Cicer ardietinum, Viela {faba, Lens esculenta (suscep-
tiveis) e Phaseolus vulgaris (resistente), sugeriu que lar-

vas deste bruquidio apresentavam uma atividade proteclitica

incapaz de suprir as necessidedes nutricionais requeridas
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pelo inseto em desenvolvimento. Esta observacgao levou o au-
tor a afirmar que essa baixa atividade proteclitica, aliada
as proteaseé da semente e aoc nivel de peptidios inicialmen-
te presentes na semente, poderia fornecer os aminodcidos ne
cessarios ao desenvolvimento da larva (1).

A atividade proteolitica baixa encontrada em 49
chinensis, referida por Applebaum, provavelmente se deve ao
fato do autor ter trabalhado em pH alcalino. Isto o teria
levado a sugerir também que o inseto teria esta baixa ativi
dade proteolitica em virtude de seu hospedeiro ser rico em
inibidores de tripsina (1).

Embora seja certo que Caflfosobruchus maculatus
(filogeneticamente muito proximo ao Caflosobruchus chinen-
A44) tenha baixa atividade proteolitica tipo tripsina (10),
esta @ bastante baixa, provavelmente cerca de 290 vezes me-
nor do que a atividade hemoglobinidsica e cerca de 17 vezes
menor que a atividade azo-caseinasica descritas neste traba
lho.

Existem sementes, normalmente nao hospedeiras,
que sao resistentes ao ataque de C. maculatus, mas permitem
a oviposigado (18). Janzen sugeriu que esta resist8ncia pode
ria ser devida a presencga de fitohemaglutinina, inibidores
de tripsina ou cutros compostos secundarios presentes nes-

tas sementes, além de nao afastar a possibilidade de inter-

feréncia do tegumento (18, 20). A incorporagac do inibidor
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de tripsina de soja nos niveis de 0,1 e 1% a sementes arti-
ficiais, nao causa nenhum efeito scobre o desenvelvimento da
larva de C. macufatus, entretanto, quando se eleva este ni-
vel para 5% ocorre uma rédugéo de 21% na sobrevivéncia do
inseto (20).

A resisténcia ao ataque de C. maculaftus testada
com sementes de V4igna mostrou que apenas um cultivar (TVu-
2027) era resistente (Figura 18). Esta semente apresenta
cerca de 1,5% de inibidor de tripsina, enquanto nas demais
a concentracao varia de 0,23 a 0,94%, As duas sementes de
Phaseolfus vulgaris testadas, também sdo resistentes ao C,
maculatus, embora a concentragao de inibidores de tripsina
nestas sementes seja inferior a 1%.

Gatehouse (10) sugeriu recentemente que o nivel
de inibidores de tripsina presente no cultivar TVu-2027,por
sua agcao sobre a atividade tipo tripsina, seja o fator res-
ponsavel pela resisténcia desta semente ao ataque de Caflo-
so0bruchus maculatus. Esta sugestdo parece ndo ter muita con
sisténcia, pois, a relagao de inibigao (a 70%) de protease
tipo tripsina de larva e c© inibidor de tripsina purificeado
de Vigna é de 1:5.000, como calculado a partir de seus da-
dos (10), |

As atividades hemcglobindsica e azo-caseindsica

presentes em larvas de C. macufafus saoc inibidas por extra-

tos brutos de diversos cultivares de Vigna s4inensis e pelo
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IB do cultivar serido, aparentemente com constantes de asso
ciagao bastante altas (Figuras 13 e 14, Tabela 4); Isto su-
geré que os inibidores dsstas proteases poderiam tambem con
tribuir para a resisténcia apresentada pelo cultivar TVu-
2027, se esta fosse devida a inibigdo de enzimas proteoliti
cas.

Os inibidores de tripsina parecem nao ser 08 res-
ponsaveis por essa forte inibicadoc da atividade azo-caseina-
sica. Isto se torna evidente pelo fato de que o extrato de
Vigna s4inensis cv., seridd contém cerca de 0,25% de inibido-
res de tripsina e o IB deste mesmo cultivar apresenta cerca
de 62% desses inibidores, entretanto a concentragao de ini-
bidores de azo-caseinase destas duas preparacoes € pratica-
mente a mesma (Tabela 5).

As proteases acidas, hemoglobinase e azo-caseina-
se, de pupas de Caflosobruchus naculfatus ndo sao capazes de
destruir, "in vitro”, os inibidores de tripsina de V. Ainaﬁ
444 cv. seridd. Estes se encontram na semente numa propor-
¢ao maior com relacao as proteases da pupa. Mesmo o culti-
var seriddé, que tem baixo teor de inibidores de tripsina, a
presenta uma concentragdo destas substancias de 0,5 a 8,3
vezes maior que a concentracdoc de proteases larvais. Esta
quantidade aparentemente poderia ser suficiente para inibir

todas as proteases da larva (Tabelas 2, 3, 5).

E tentador sugerir agqui, que os inibidores de
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tripsina (ou mesmo os inibidores de azo-caseinase e hemoglo
binase) provavelmente sejam responsadveis pela resisténcia
do cultivar TVu-2027 ac C. maculafus, ndo somente porque i-
nibam as proteases tipo tripsina (ou hemoglobinase e azo-ca
seinase) da larva, mas por causa da sua propia indigestibi-
lidade.

Os inibidores de proteases, em sua conformagao na
tiva, sao moléculas compactas cujos centros Aativos .estéo,
invariavelmente, localizados no interior de algas formadas
por pontes dissulfeto (24). Nesta conformagac os inibidores
nédo sofrem, normalmente, o ataque de endopeptidases. Para
que eles possam ser digeridos € necessario que as pontes
dissulfeto sejam recduzidas, c gue provavelmente o©corre no
trato digestivo das larvas, o gqual parece ser fortemente re
dutor (24). A resisténcia do cultivar TVu-2027 ao C. macula
Zfus provavelmente se deve ao fato de gue o "poder redutor”
encontrado no trato digestive da pupa nao é suficiente para
diminuir a alta concentragao de inibidores de tripsina pre-
sente na semente. Esta interpretagao & sugerida por duas ob
servagbes: a primeira, de que algumas larvas de Callosobru-
chus maculatus conseguem alcangar a fase adulta no cultivar
resistente, embora nao consigam emergir, e, a segunda € 5
observacao da presenga de um inibidor de quimiotripsina em

pupas de €. macufafus que se desenvolvem em V. sinensddis cv.

seridd. Este inibidor poderia ser um fragmento ativo do ini
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bidor de "dupla cabecga” isolado por Ventura e Xavier (35).
Como sugeriu Maria Ruschel (30), os centros anti-triptico e
anti-quimiotriptico deste inibidor, apresentam diferente-re
sisténcia a redugdoc por B-mercaptoetanol. Este inibidor de
guimiotripsina larval seria, portanto, resultado de redugao
incompleta do inibidor de tripsina/quimiotripsina da semen-
te.

Parece licito sugerir aqui que a resisténcia ao
Callosobruchus macufatus apresentada pelo cultivar TVu-2027
sge deve , pelo menos em parte 2 insuficiéncia do "poder re-

dutor” do trato digestivo da larva frente & alta concentra-

cao de inibidores de tripsina da semente.




V. CONCLUSOCES

Pupas de Caflosobruchus maculatus apresentam forte ativi
dade proteclitica em pH acido, sendo uma atividade hemo-
globinasica com pH otimo a 3,5 e uma atividade azo-casei

nasica, cujo pH otimo & 5,0.

As atividades hemoglobinadsica e azo-caseinasica sao mais
fortes em pupas que em adultos. Em pupas, a atividade he
moglobindsica € cerca de 17 vezes mais forte que a ativi

dade azo-caseinasica.

0 extrato bruto de pupa, quando submetideo a filtragao em
gel dextrana (Sephadex G-100) em pH 5,0 e 7,6 , apresen-
ta um componente com peso molecular em torno de 104.000
daltons, encerrando as atividades hemoglobinasica e azo-
caseindsica. Observa-se também um componente com peso mo
lecular em torno de 30.000 daltons, com atividade hemo-

globinasica.

Foram detectados em extratos brutos de diversos cultiva-
res de Viana Asinensis e no inibidor bruto do cultivar se
ridé fortes atividades inibitorias das duas enzimas aci-

das.

Os inibidores de tripsina existentes em sementes de Vig-

na nao sao afetados pelas duas atividades.

658
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Foi observada a presenga de um inibidor de quimiotripsi

na em pupas de Callosobruchus maculatus.

Os inibidores de tripsina parecem nao ser os responsé-
veis pela inibigdo da atividade azo-caseindsica presen-

te em Callosobruchus maculatus.

A resisténcia do cultivar TVu-2027 ao Callosobruchus
maculatus poderia ser devida a alta concentragao de ini

bidores de tripsina, os guais nao seriam adequadamente

destruidos no trato digestivo da larva.
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