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Carboidratos em insetos . Insetos fazem usoc, no que concerne ao

Metabolismo de Carboidratos, dos mesmos subsfratos, enzimas e
princ{pios operacionais conhecidos em outros grupos de organis
mos vivos. Entretanto se levarmos em consideragao os mecanismos
de interag3o e regulacao metabdlicos (15), eles proporcionam um
sistema distinto, que somente agora comega a ser equacionado e
que difere, em p;inc{pio, das vias conhecidas que occrrem normal
mente em mamiferos e outros vertebrados.

Como nosso conhecimento do metabolismo de car
boidratos em outros grupos de invertebrados esta longe de ser
completo, € muito diffcil julgar até quanto ele & singular em
insetos.

Un dos pontos muito particulares & sem sombra
de ddvida o da ocorréencia da Trealose como o agﬁcar predominante
no sangue de algumas’espécies deste tipo de organismos.

Outra caracteristica dos insetos e artrépodos
em geral é a presenga da quitina como componente da estrutura do
exo-esqueleto (24,30), a qual esta relacionada ;intimamente com o
metabolismo dos carboidratos.

Os mucopolissacar{deos presentes na hemolinfa
e nos tecidos somente agora comegaram a ser investigados, mas
nada ainda de muito concreto ficou estabelecido a respeito.

Afortunadamente para os entomologistas, o de
senvolvimento de técnicas mais sofisticadas torna possivel a
realizagao de experiéncias usando pequen{ssimas guantidades de

. N ’ -4’ . o . 03 .
tecidos. Isto'e muito importante pois proporciona meios de in
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vestigar orgaos isolados, nao havendo mais necessidade de se tra
balhar com homogenados totais de insetos, como era feito ate bem
pouco tempo atras. Isto tudo tem levado a descobertas bioqu{micas
muito originais. A entomologia & hoje um campo aberto para inves
tigagbes metabdlicas,principalmente a influéncia e ag3o de hormd
nios sobre o metabolismo geral. Ha varios léboratérios de bioqu%
mica que atualmente trabalham ou estao planejando trabalhar com

insetos (Veiga, L.A., et al -56-)

~ . bag .
Ocorrencia de glucose e substancia redutoras - Como em outros a

nimais, nos insetos a'glucose’ocupa posicao central no metabolis
mo de carboidratos (9,62). Porém, na maior perte, a quantidade de
glucose livre € muito baixa. E conhecido que um grande numero de
componentes da hemolinfa que reagem positivamente aos testes tra
dicionais para verificagao de agﬁcares no sangue (agﬁcares reduto
res), n3o sao propriamente agﬁcares, mas alguns amino—écidos, (o]4]
mo tirosina e prolina,hos quais ocorrem em altos niveis neste ti
po de organismos. Assim, os carboidratos sao hoje avaliados atra
vés de métodos mais espec{ficos, como o da reacao da antrona, O

’ - 3
da glucose oxidase acoplado com trealase; varios tipos de cromato

grafias, etc. (Veiga, L.A. et al -56-)

Trealose - O agﬁcar mais caracteristico da hemo
1infa dos insetos, é a trealose (&—D-glucopiranosil-l~D-glucopha
nose), um dissacarfdep de glucose que nZo tem propriedade reduto
ra por serem ambos os stomos do carbono anomérico das unidades

de glucose, ligadas entre si por ligagSes glicosidicas (62).
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Apés 0 centenério da Trealose ser exibida em Paris, na
Exposigdo Universal de 1855, trazida da Siria (Trehala), este agl
car foi redescoberto em.trés laboratdrios diferentes (Uyatt & Kalf,
1956 (60); Howden & Kilby,'1956 (27) e Evars & Dethier, 1957 (18).
Foi determinado que a hemolinfa de insetos continha um agﬁcar des
conhecido como sendo a antiga "Trehala" dos sirios. Em certas es
pécies existia em tal quantidade que poderia ser extraido da hemo
1infa em estado cristalino. Howden & Kilby (27) demonstraram a

presenga dedl ,d trealose no sangue de locusta (Schistocerce grega

i ~ . 3 - . - 3 o
ria) . Desde entao tem sido verificado na maioria dos insetos cui
dadosamente examinados. Nao foi ainda encontrado em plantas flores

- . ' - [ 3
centes (superiores) e vertebrados, apesar de ja ter sido em 1leve

duras, fungos, helmintos e algas (64).

’ Id 4 . [4 .
Acucares encontrados na hemolinfa - 0 agucar mais caracteristico

[4 . ’ LA .’ .
da hemolinfa de insetos e, sem duvida, a trealose, mas ja foi ve
' I'd

. 3 - . ’ ’ k4
rificada a existéncia de outros agucares, alem de trealose e mi

- - i -~ 3 3
nimas quantidades de glucose. Sua ocorrencia parece ser produzida

~

pele dieta especializada a qual o inseto foi submetido (15). A

frutose encontrada em larvas de Gastrophilus intestinalis, qQue pa

rasitam intestino de cavalos, (37) pode ser atribuida a dieta ri
ca em "levano", um polissacar{deo de unidades de frutose, inge;ido
pelos énimais.qué se encontram estabulados. As pequenas quantidades
de frutose e sacarose encontradas no bicho da seda e afideo Mecoura
viciae (17) provavelmente derivam dos sucos das plantas comegquais
se alimentam. Este fato foi comprovado experimentalmente. Hansen,

1964 (26) quando verificou a presenga de frutose na hemql{nfa de
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insetos provou também que os gafanhotos examinados tinham frutose
na hemolinfa, quando eram alimentados com peras (fruto rico em
frutose), mas n&o com trigo ou repolho de Bruxelas, que n3Zo contem
aquele agﬁcar.

A hemolinfa da abelha, contém tanto trealose como gluco
se e frutose, sendo os tres agﬁcares em quantidades da ordem de
1% (21,40).

Experiéncia interessante foi realizada por Gray & Fraen
kel, 1954 (25) ﬁara mostrar a influencia da dieta no aparecimento
de outros agﬁcares na hemolinfa. Elés alimentaram colonias de abe
lhas com agﬁcares puros e verificaram que as.abelhas alimentadas
24 horas com frutose apresentavam quase que somerte este agﬁcar no
sangue; as alimentadas com glucose, maltose ou trealose apresenta
vam somente glucose e as alimentadas com galactose apresentavam so
mente galactose no sangue. Nestas experiencias foram dosados unica

’ ] ‘
mente os agucares redutores, excluindo portanto a trealose.

Absorgdo intestinal de aclcares - Vaney & Maignon, 1906 (55) reali

zaram experimentos com bicho da seda e concluiram que "os agﬁcares
eram destruidos no decorrer da digestao, ao nivel do epitélio in
testinal, ou imediatamente ao seu aparecimento no sangue". Entre
tanto, a respeito do mecanismo de absorgao, nada ficou estabelecido
ate 1957-;958, quando Treherne, (50,51) usou glucose radioativa .
Verificou que glucose radioativa injetada no intestino era difundi
da através da parede intestinal, nao se acumulando na hemolinfa ’

mas sim se convertendo em trealose, que entretanto nao era encon
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trada no intestino. Verificou tambem que manose e frutose eram
absorvidas com menor inteqsidade e convertidas também em trealo
se. Quando era injetada glucose radioativa diretamente na hemo
1{nfa, aquele agﬁcar era convertido em trealose com a mesma ve
locidade da glucose intestinal. Isto mestrou que a sintese de
trealose poderia independer da absorgao pela parede intestinal e
que poderia ocorrer na prépria hemolinfa.

Shyamala & Bhat, 1965 (45) em seus experimentos usando
intestinos de bicho da seda em perfusao, mostraram que a glucose
radioativa passava atraves das paredes em ambas as diregoes indi
cando um fenomeno de difusao, o que nao acontece com os vertebra
dos, cuja abéorg%o se faz por transporte afivo.*

Mais uma prova de que agﬁcares atravessam a parede in
testinal por difus3o e nao por transporte ativo & a dos experimen
tos de Maurizio, 1965 (40) com abelhas. Mostrou que mesmo dis
sécar{deos e:trissacar{deos, que sao moleculas maiores, podem ser
absorvidos intactos, aparecendo na hemolinfa. Porém, este fenome
no parece estar restrito somente a insetos que se alimentam dire
tamente de sucos de plantas com alto teor de agﬁcares, como € o©

caso das abelhas.

s . 4
Biossintese da trealose -E evidente de que a sintese de trealose

deve ser um processo de alguma economia em insetos. Assim, a con
~ - . ’ - [ 3
versao de glucose em trealose in_vitro e muito rapida. Treherne,

1958 (52) mostrou a velocidade desta transformaggo.'Quando 0,1l4mg

14

de C glucose era injetada em Schistocerca gregaria (adulto) ,
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92% da radioatividade encontrada na hemolinfa apés 15 minutos, cor
respondia a trealose.
Clegg & Evans, 1961 (10}, quando injetaram e glucose em

Phormia regina, verificaram que a radiocatividade encontrada nos a

gﬁcares da hemol{nfa, depois de cromatografados, era de 50% de tre
alose, apés .2 minutos e de 90% depois de 10 minutos.,

Foram escolhidos Triatomineos para o desenvolvimento da
pesquisa realizada, por ser o estudo deste tipo de insetos, vulgar
mente conhecidos por "barbeiros", "chupangas", "chupoes" ou Tfin
co8s" (1,5), de grande importancia no que concerne a Salde Pﬁbiica

I d . . .
em nosso pais. Sendo o "barbeiro" o vetor do Trypenosoma cruzi cau

sador da doenga de Cﬁagés, um dos maiores flagelos da populag%o'ru
ral de certas regioes brasileiras, e justifiﬁado tudo qhe se fizer
para o esclarecimento tanto do seu metabolismo quanto da composigéo
qQ{mica dos fluidos biolégicos destes insetos. (6,12,23,33,38,39).

0 escﬁpo do presente trabalho 6 analisar a hemolinfa do

Panstrongylus megistus , determinando swa composigao em carboidra

tos.
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Produtos Quimicos - Os componentes quimicos utilizados durante o

desenvelvimento do presente trabalho foram todos produtos puros
obtidos de fontes comerciais da mais alta confianga.

D-ribose, D-glucose, D-glucosamina, D-frutose,
d -d-Trealose, D-galactose, D-manose, i-Ine@sitol, Sorbitoi, Tura
nose, Lactose, Maltose, Sacarose, Melihiose e Rafinose foram ad
quiridos da Calbiochem; Prolina e Tirosina da Sigma Chemical Com
pany { St., Louis, Mo., U.S.A.)

As experiéﬁcias cen compostos radioativos fo
ram executadas usando D-gluco;e-U-lAC, atividade espec{fica cose
55mC/mM; D—frutose-U-lac, atividade espécifica 198mC/mM e D-mano

se-U-14

C, atividade especifica 3,0amC/mM. Todos adquiridos da
Calbiochem (Cal. Atomic). California, U.S.A.

Trealase purificada de Panstrongylus meqgistus

foi gentilmente cedida pela sr® Ema Chandelier.

Métodos Analiticos - Cromatografia descendente em papel foi rea

lizada em papel whatmann nimeros 1 e 4 e cromatografia preparati
va em Whatmann 3MM. Os cromatogramas foram realizados em dois
tipos distintos de solventes (v/v): I - benzolsn-butanole piridi
naragua (1:5:3:3), {fase superidmj e I1 - n-butanol:piridina :
agua {6:4:3) (E); Os valores de RG referem-se ac movimento do
composto, com rélaggo a migracac da glucose.

A visualizagao dos agﬁcares, foi realizada

com nitrato de prata alcalino (Trevelyan-54-) e p-anidina - HC1
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(Hougt—29—). Amino-acidos foram visualizados com ninidrina (Jep
son & Stevens-31- e Dent-13-).

Eletroforese em papel foi realizada em papel Whatmann
n? 1, usando tampaoc Borato 0,05 M, pH 9,2; tampao Acetato de Pi
ridina 0,07 M, pH 6; Molibdato de S6dio a 2%, pH 53 a 24 volts
por centimetro, durante 90 minutos. As substancias eletroforeto
grafadas foram visualizadas no papel pelos métodos de Trevelyan
(54) no caso de carboidratos e por ninidrina (31) quando o com
posto era amino-acido.

D-glucose foi também determinada pela tecnica da glu
cose oxidase-peroxidase (28) adquirida da Sigma Chemical Compa
ny.

Substancias radiocoativas foram localizadas no papel pe
la passagem atraQés de um detector a gés Q, Nuclear Chicago, mo

delo D-47 acoplado a um contador anal{tico, modelo 1620B, com re

gistrador, todos da Nuclear Chicago Corporation.

Correcao apbs a defesa de Tese

P4gina Linha Onde se 1é Leia-se
8 24 durante 1 hora durante 1 hora, a nao

ser quando indicado no

texto.

cuo e os agucares extraidos com piridina anidra; II- com acido sul
‘

flrico 1IN a 100eC, durante 1 hora, sendo oexcesso de acido preci

pitado com hidroxido de bario.
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(4 . . . .
R hemolinfa, antes de ser ensaiada, foi desionizada pe

la passagem em coluna de resina mista de troca ionica, Amberlite

me-3.

As centrifugagoes foram realizadas em centr{fuga Ser
vall, modelo M., a 6.000 r.p.m.

As hidrolises enzimaticas foram realizadas usando ex

trato purificado de hepatopancreas de legalobulimus paranaguensis,

gentilmente cedido pelo Prof. J.D. Fontana, do Departamento de
Bioqu{mica desta Universidade.

As operagoes de liofilizagao foram rezlizadas em apare
lho Virtis, modelo 10-145-MR-Ba,

Leituras espectrofofométricas foram realizadas em espec
trofotdometro Coleman, modelo 6-a.

Os eluatos das colunas foram concentrados em "Flash- E

vaporator", da Laboratory Glass Instruments Corporation.

Insetos - Para a realizagac deste trsbalho foram utilizados nin

fas de 5° estégio e insetos adultos de Penstrongylus megistus.

Qs insetos foram criados em cubas de plésticos de 12 cm de base
por 25 cm de &altura, fechados com tela de nylon para facilitar a
alimentagao. As cubas foram deixadas em ambiente escurecido, a
temperatura e umidade constantes.

A alimentag3o ( duas a trés vezes por semana ) foi rea

lizada em galinhas.

Extracao da hemolinfa - A hemol{nfa, de coloragao amarela clara,

. 14 . .
foi extraida por seccionamento de um dos espinhos da parte fron
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tal do pronoto do inseto. Sob pressao a hemolinfa aflora pelo ori
ficio e era coletada com auxilio de um tubo capilar.
Ferem utilizadas 632 ninfas de 5°¢ estégio, que renderam

25,8 ml de hemol{nfa, e 27 insetos adultos de onde foram extraldos

1,3 ml de fluido estudado.
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RESULTADOS

Andlise de Acucares Livres da

Hemol{nfa. Foi extraida hemo
1infa de 230 ninfas de 52 es

tégio de Panstrongylus megis

3 [4 3
tus, com um rendimento medio

de 50 a1l por inseto,dando um
volume total de 12ml. Para a

realizagao dos ensaios,as pro

teinas foram eliminadas pelo
calor e por precipitagzo com
dlcool a 66%, etapas sempre se

guidas de centrifugagao com e

liminag3o de precipitado. Agl

cares totais foram determina

Y o
I

dos pelo metodo do Fenol- fci éi'“;um?; .] : _,f
do Sulfirico (16) e os aglca faact i ’
res redutores pela técnica de Figura 1 - Cromatografia em
papel Whatmannp n® 1 (descen
Somogyi e Nelson (47,42). Uti dente) dos agucares neutros.
) Sglvente: n-butanol-piridina
lizando as tecnicas citadas a -agua (6:4:3).
Revelador: Nitrato de prata
cima foram obtidos valores de (b) e ninidrina {c).

0,54 mg/ml de aglcares totais
e 0,05 mg/ml de aglcares redu
tores.

Com a finalldade de anali

sar cromatograficamente estes
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compostos foram realizadas uma serie de experiéncias :

A) Uma aliguota de 2 ml do sobrenadante da hemolinfa tra
tada foi desionigada por passagem em coluna de Amberlite MB-3 ’
forma acetato. 0 eluato da cocluna foi concentrado em atmosfera re
duzida, até a secura e o residuo foi{ﬁissolvido em 0,1 ml de égua
destilada. Esta solugao foi cromatografada em papel Whatmann n®
1 por 40 horas, usando n-butanol-piridina-agua (6:4:3) como solven
te (8). Depois de corrido o cromatograma foi cortado longitudinal
mente em duas partes. Uma foi revelada com nitrato de prata alca
lino (54) e outra com ninidrina (31), (Figura 1).

Pode ser visto na Figura 1 gue com nitrato defprata alca
lino foi revelado tragos de um composto de RG=1,12, tentativamente
identificado como sendo frutose; tragos de glucose, que foi iden
tificado posteriormente usando glucose oxidase-peroxidase (28); e
positivamente a presenga, também, de outro composto com RG=0,32 ,
que requzia fortemente. @ parte do reativo de Trevelyan (54).

A parte do cromatograma qUe foi revelada com ninidrina,
(31) o foi no sentido de se investigar a possivel presenga de
amino-agﬁcares (provavelmente glicosamina e seus derivados) .Ines
peradamente porém, surgiram manchas no cromatograma quecorrespon
diam a amino-acidos.

B) Uma aliquota maior (6 ml) da hemolinfa desionisada
foi levada até secura, a vécuo, e dissolvida em 0,2 ml de égua
destilada. A solugao foi colocada em papel Whatmann 3MM para de

senvolver uma cromatografia preparativa com a finalidade de uma

melhor identificagZo dos aglcares (32).0 Cromatograma foi corrido
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durante 40 horas em n-butanol-piridina-agua (6:4:5)(8). Uma tira
foi cortada do cromatograma e revelada com nitrato de prata amo
niacal a fim de visualisar os distintos. compostos. A parte maior
do cromatograma, a nac revelada, foi cortada em tirasa fim de elu
ir do papel os compostos separadamente. A eluigao foi feita com
égua destilada. 0 composto com RG=1] foi identificado posteriorme
te pela reagao com glucose oxidase-peroxidase (28). 0 de RG=1,12
por apresentar quantidade insuficiente para a realizagzo de tes
tes qu{micos, foi definido como sendo frutose.

A solugao dogcomposto com RG=0,32 quantitativemente a
maior fragao, foi igualmente concentrada a vacuo e dissolvida em
0,1 ml de égua destilada. Com ela foram realizados os seguintes
testes aa tentativa de sua identificacgao: |

a) Fenol-Acido Sulfurico (16) . Por este método foi de

terminada a concentragao em carboidratos totais que equivaleram

a 12mnoles de glucose, referidos a -aliquota de 6 ml de hemolinfa

[4 - -
utilizados no inicio do ensaio.

b) Somogyi e Nelson (47,42) . 0 resultado deste teste

demonstrou que o composto com RG=0,32 nao apresentou poder redu

tor.

c) Tratamento com extrato: de hepatopancress de molusco-

Uma al{quota foi incubada com extrato de molusco (Megalobulimus -

’

paranaguensis) e tampaoc acetato de sodio a pH 5,0 durante 18 horas

a 37°C. A mistura de reagao foi desproteinizada sendo utilizada -~
uma aliquota para a determinagZo de glucose pelo metodo da glucose

oxidase-peroxidase (28). 0 resultado demonstrou que E0% do materiel
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que havia dado reagao positiva pelo método do Fenol-Acido Sulflri
co , havia se hidrolisado dando unidades de glucose.

0 restante do material foi utilizado para levar a efei
to uma cromatografia analitica em papel Whatmann n? 1, usando o}
mesmo solvente n-butanol-piridina—égua (6:4:3), durante 40 horas.
Depois de revelado com o reativo de Trevelyan (54), o cromatogra
ma mostrou a presenga de glucose, pequenos tragos de frutose e ou
' tra mancha mais intensa na regiao de RG=0,32. 0 Resultado deste

’ v .
cromatograma esta mostrado na figura 2.
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Figura 2 - Cromatografia em papel Whatmann n® 1
(descendente) da hemolinfa de Panstrongylus me
gistus tratada com extrato purlflcado de hepato
pancreas (Megalobulimus paranaguen31s).

Solvente : n-butanol-piridina- agua (6:4:3).
Revelador: reativo de Trevelyan (54).
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d) Tratamento com Trealase de Panstrongylus megistus e

Qutra al{quota do composto em questao foi tratada com trealase dce

Panstrongylus megistus durante 18 horas com tampao acetato de SO

dio, pH 5,0. 0 material, depois de desproteinizado e desionisado,
deu reagao negativa pela técnice de glucose oxidase-peroxidase(Z@
e nao demonstrou presenga de nenhum composto com RG semelhante ao
da glucose por cromatografia em papel Whatmann n2 1

e) Hidrélise,écida -~ Nova al{quota foi utilizada para

ser submetida a hidrolise acida cﬁm acido sulflrico 1N durente 2
horas. Apés a hidrdlise o material foi neutralizado com hidrdxido
de bério, centrifugado e o sobrenadante foi evaporado a vécuo,dis
solvido em 0,1 ml de égua destilada; foi analisado por cromatogra
fia (2). Pode-se observar na figura 3 o resuitado desta experién
cia, que mostra tragos de frutose, glucose, degum composto com, RG=
0,7, que provavelmente e um dissacar{deo, e dc composto original

de RG=0,32 sem sofrer modificacles pela hidrolise.
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Figura 3 - Cromatografia em papel Whatmann n? 1
(descendentel de hemolinfa de Panstrongylus me
gistus (hidrolise acida com acigo sulfurico 1N).
Solvente : n-butanol-piridina-agua (6:4:3).
Revelador : reativo de Trevelyan (54).
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f) Outros testes. Foram T

realizadas outras experiencias

com a finalidade de ser identifi
cado o composto de RG=0,32. Ele
troforese em papel (11,36,46) u

tilizandc solugoes tampoes écidas/

neutras, alcalinasjcromatografias

em papel usando diferentes siste ) GLUGOSE

mas de solventes (3,4) e tipos dis

’ ' ‘-1 T J,
tintos de papel cromatografico o A EGM@W$§

'

. 4 k3 4 . ’ L3
hidrolise acida em varios espagos

¢
P -
P ! - i ]
R

de tempo, etc., foram osmétodos u “”‘1;4 S L C

sados na tentativa da identifica

30 do composto. Os resultados ob et
¢ P MALTOSE
tidos foram infrut{feros, jé gue '
nao foi possivel sua identificacép
e nem seu desdobramentoc em outros
. (g .
mais simples. i
i
ENSAID i | PAD- PAD-
Figura 4 - Cromatografia em pa

pel Whatmann n?e 1 (descend;ntﬂ

do ccmposto de RG=0,32 eluide

de uma preparativa.

Solvente :n-butanol-piridina-
agua (6:4:3).

Revelador :reativo de Trevelyan
(54).
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Ensaios com qlucose-U-14

C - A fim de se chegar a um mais profundo
. ~ ’ . -
conhecimento das transformagoes metabolicas ocorridas em Penstron

gylus megistus, procurou-se um caminho diferente utilizando agﬁca
14C.

res marcados.com -
Foram injetados na zona dorsal de nin

l4c .

fas de 5? estégio e do inseto adulto, 5-20 Al de glucose-U-
Apés 15 e 30 minutos, respectivamente, a hemolinfa foi extraida e
coletada em alcool a 66%, contendo 2 umoles de trealosd como "car

3 - ’ - 3 ’ .
rier", conforme esta descrito em Material e NMetodos. A analise ra

. . . 4 ’ . . ~ 4
diocoativa permanecia soluvel, apos precipitagac com alcool.

Tabela I Resultados da administragao de glucose-U-l4C em insetos
adultos e ninfas de‘59 estdgio de Panstrongylus megistus.
Conjunto das experiencias realizadas.

Experiéncia N de Quantidade de Tempo Volume de c.p.m.
’ insetos. glucose-U-14C minuto hemolinfa recupe
injetada extrafda rados.

1 1 ninfa  5ul{2.16%.p.m) 15 4G 400 .000

2 1 adulto 5ul(2.10%.p.m) 30 40 400.000

3 2 ninfas 10ul4.10%c.p.m) 10 120 400.000

4 1 ninfa 10u1(4.10%.p.m) 10 20 1.100.000

5 1 ninfa 10u1(4.10%c.p.m) 20 65 830.000
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A hemolinfa assim desproteinizada foi desionigzada pela

passagem através de uma coluna de Amberlite MB-3. 0 eluato foi

< ’ rd ~
concentrado a vacuo ate 0,05 ml e este volume foi aplicado em pa

pel Whatmann n? 1 e cromatografado por 40 horas usando o solvente
tipo I1 (8).

Obsgervou-se pela analise cromatografica da hemolinfa
da ninfa ae 5¢ esté@io, a presenga de dois compostos, um de RG =
0,47 (aproximadamente 40% da radicatividade) e outrc com RG=0,7
(aproximadamente 60% da radiocatividade total).

Como se pode observar na figura 5, o composto de RG =
0,47 apresentou o mesmo {ndice migratério da trealose usada como

"standard" e o composto de RG=0,47 migrou comozsacafose.
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Figura 5 - Radiocromatograma da hemolinfa de ninfa de 5@ estég%o
de Panstrongylus megistus, injetado com gluccse-U-
(Exp. 1. Tabela I). Foram utilizados glucose, frutos&
sacarcse, trealose, maltose como padroes, os quais fo
ram revelados com nitrato de prata alcalino (54).
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0s resultados obtidos com o material extraido da hemolin
fa do inseto adulto estao mostrados na figura 6. Foi verificado
que alem da guantidade de glucose-U-lAC que nao foi metabolisada,
ocorreu a formagao de um outro composto radicative que migrou com

o padrao de sacarose utilizado.
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Figura 6 - Radiocrcmatograma da hemclfnfa de inseto edulto 95-
Panstrongylus megistus, injetado com gluccse-U-
(Exp- 2, Vtabela 1). Foram utilizados padrOes de glu
cose, frutose, galactose, sacarose, maltose e trea
lose, os gquais foram revelados com nitrato de prata
alcalino (54).

Pode-se deduzir dos resultados apresentados nas figuras

5 e 6 que a intensidade da radioatividade do composto RG=0,7 ex

traido da ninfa & cerca de trés vezes maior do que a intensidade
do mesmo composto sintetisado pelo inseto adulto.

Com base nestes resultados e tendo em vista a gQuantida

de significativamente alta de glucose nao transformada pelo inse
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to adulto, pode-se postular, que o inseto no estagio ninfal tem o
seu metabolismo bem mais acelerado.

Em hemolinfa de Panstrongylus megistus, que se alimentam

de sangue, foi determinada a presenga de trealose (figura 5) depois
de injetada glucose radiocativa no abdome do inseto (exp.l., Tabela
1). Umfato interessante foi a deste dissacarideo n3o ter sido obser
vado no inseto adulto (figura 6).

Para confirmar o obtido, foi realizada a experiéncia 3,
descrita na Tabela I, usando ninfas de 5¢ estégio. Foram aumentadas
as quantidades de glucose radioativa para B.lD6 C.p.m. & 0o tempo de
extragao da hemol{nfa diminuido para 10 minutos. Apés este periodo
de tempo a hemolinfa foi coletada, desproteinizada, passada por co
luna de Amberlite MB-3 e o eluato concentrado a vacuo até a secura .
0 residuo foi dissolvido em 0,1 ml de égua destilada e cromatografa
do em papel Whatmann n® 1 por 40 horas, usando n-butanol-piridina -
égua (6:4:3) como soclvente. O0s cromatogramas foram corridos junto

com Os padrSes de glucose, frutose, maltose, lactose, sacarose e

trealose.

A analise cromatogréfica revelou a presenga de um com
posto radicativo de RG=0,7 que -ccerrespondia a sacarose, um de RG =1
(glucose) e outro de RG=1,12 que migrou como o padraoc de frutose.

Os resultados da analise cromatografica descrita acima

estao especificados na Tabela 11
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Tabela 11 Agﬁcares livres recuperados da hemolinfa da ninfa de
59,estdgio de Panstrongylus megistus, 10 minutos
apos ser injetada glucose rediocativa. (Experiencia 3
da Tabela I).

Composto Quantidade Quantidade RG

recuperado recuperada (%)

apos 10 min. (c.p.m.)

(270.000c.p.m.)

Glucose 210.000 78,0 1,0
Sacarose 21.000 74,7 a,7
Frutose 15.000 5,6 1,1

0O diagrama apresentado na figura 7 representa a per

’ . . . { .
centagem dos agucares radicativos isolados da hemolinfa de ninfas

de 5% estdgio, por cromatografia, e que estao referidos na Ta

bela 171,

“SACAROSE

BLUCOSE

Figura 7 - Percentagem de agu
cares livres encontrados na

hemolinfa de ninfa de 52 esta

io de Panstre lus megistus
Eabela TIE, apos minutos -
de extragao da hemolinfa Ta
dioativa.
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Foram realizadas as experiéncias nlimeros 4 e 5 (Tabela 1)
injetando-se 10 ul de glucose-U-lAC em cada uma das duas ninfaé
utilizadas. Em intervalos de 10 ev20 minutos respectlvamente a he
molinfa foi coletada em alcool 66%\cohtendo trealose e sacarose rao
radioativas. 0 precipitado formadolfdi retirado por centrifugagao
e o.sob:énadante desionizado em coluna de Amberlite MB-3, - concen
trado a vacuo até a secura, dissolvido em 0,1 ml de agua destilada
e cromatografado. A cromatografia foi realizada em papei Whatmann
- ne lstaﬁdo‘nebutanol-piridina—égﬁa (6:4:3) como solvente. Foi- cor
tada uma tira délgada.para revelar com nitrato de prata alcalinc
(54) e o radlocromatograma foi anallsado no 01nt11ador llQUldO mos
| trando a presenga de glucose, frutose, trealose e sacarose radioa

e ! . : ‘
tlvos e devoutro Composto, talvez um trissacarideo, que migrcu co

“mo. o padraovde rafinose.

‘Tabela III - Agucares llvres isolados da- hemollnfa de Panstrongylus

meglstus, apos injecao de..glucose- U—14C- em ~intervalos

‘de 10 a 20 minutos. (Experiéncia 4 e 5 da Tabelg I).

Agucares 10 minutos 20 minutos Padroes de agu
livres isolados| --—--ceeeoa- e e ____| cares utilz na
da hemolinfa | c.p.m. % c.p.m. % _.EEQTEE_ET_E§E§L'

(RG) » totais. recup. | totais recup. Agucares RG
0,3  6.000 0,86 13.600 3,4 | Rafinose| 0,29
0,5 7.200 1,03 '13.2000 - 3,3 | Trealose| 0,48
0,7 16.800 2,4 54.400 - 13,6 | Sacarose 6,67
1,0 |216.000 31,0 | s8.000 17,0 | Glucose 1,0
1,2 320.000 45,8 88.000 22,0 Frutose 1,18
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R tabela ITI mostra a quantidade de material radioativo
recuperada da hemolinfa de 10 e 20 minutos apés a glucose-U-14C
ser injetada. 0 diagrama representado na figura B mostra a rela

gao percentual dos carboidratos formados depois da administracgao

. . . . ‘{ .
de glucose radicativa as ninfas de 5% estegio.

50—

|

__~f}ISSAEK}IDEﬂ TREA[ﬁEE" SACAROSE GLUCOSE FRUTOSE

~Figura 8 - Percentagem dos agﬁca;es radioativos isolados Qa hemolin
fa de ninfa de 52 estagio dfapanstronqylus meqlgtus, 10
e 20 minutos apos gluccse-U""C ser injetada no inseto.




Resultados

Ds-agﬁcares radioativos que migraram como trissacar{deo,
sacarose e trealose foram submetidos a hidrdlise acida- com -HC1l N
por 90 minutos a 37°C (34) e os hidrolisados foram recromatografa
dos em n-butanol-piridina-égua (6:4:3). O composfo que migrou co
mo um trissacarideo n3o se hidrolisou, dando um dnico "spot" com
a mesma migragao anterior. O que migrou como sacarose foi hidro
lisado em dois componentes que migraram como os padroes de gluco
se e frutose, ambos com a mesma intensidadegradioativa.

A- substa@ncia que apresentou migracao semelhante ac pa
drao de trealose n3o sofreu hidrdlise, o que era esperado, uma vez
que a trealose & resistente a uma hidrdlise acida do tipo da que
foi realizada. Uma aliguota deste composto. radiocoativo foi incuba

da com trealase purificada, de Panstrongylus megistus, durante 18

horas a 379C justamente com 1 pumol de trealose nao radioativa. A
reagao foi paréda eldesproteinizada aquecendo por 3 minutos em ba
nho-maria fervente e cromatografada da mesma maneira anterior. .0
resultado do cromatograma indicou que a totalidade da trealose nezo
radiocoativa usada como controle havia hidrolisada e que apenas 40%
do composto radiocativo identificado como trealose havia produzido

glucose. Os outros 60% nao foram identificados.
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A descoberta da Trealose na hemolinfa de sete espécieé»
representando cinco ordens, por Wyatt & Kalf (59) foivseguida de
outrés publicagOes mostrando sua ocorréncia numa grande varieda
de de insetos. Fairbairn (21) estudando setenta e uma especies de
invertebrados determinou que somente em insetos e alguns memato

dos a trealose ocorria em concentragaes:iguais ou maiores que as

de‘glucose. Em Panstrongylus megistus fci determinada Trealose ck
pois que se iﬁjetou.glucose-u-laﬁ no abdome e se analispu a he
molfnfa; A_Trealose aséim determinada foi‘identificada como‘tal;>
por cromatografla em papel Depois de. submetida a hidfélise éciF
da e de 1ncubada com Trealase do mesmo 1nseto a glucose resultan
te foi 1dent1flcada por-cromatografla em,papel e por.glucose oxi
‘ dasefperoxidase'(Sigma‘Chemicél Co;) Treherne‘(49-52) eStudahdovd
| hésmo‘ﬁrdeEmé em S.gre aria, verlflcou que grande parte da fé
dloat1v1dade encontrada na hemollnfa, apos mlnlstragao de- glucose
lAC, ﬁo;respondla a trealose. Da mesma maneira Clegg &-Evans (lm
estudando a incorporagioc de glucose 14C em hemolinfa de P.reging
observaram qﬁe 50% da radioatividade encontrada apés,Z minutos e

90% apés 10 minutos correspondia a trealose. Resultados gue es

tao parcialmente de acordo com os obtidos neste trabalho.

A presenga de frutose em hemol{nfa de Pénst:onqyldsiggb
_gistus.lﬁiminutos apés ministraggo'de gludose-U-lAC foi_ve;ifica”
da. Este fatOICOmprova pela primeira vez que frutose pode '_sef
'sihtetizadé em alguns insetos:e.apafecer como uh compdnente vnqr'
" mé1 da hémol{nfa; 1ndependentemente do tipo de allmentagao a qﬁe

o anlmal tenha 31do submetldo.
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/ , 4 ’ .
Ha 40 anos atras ja Beutler (7) determinava a presenga de
frutose. em hemolinfa de abelhas, que continha também glucose. ' Es
tes resultados foram confirmados por Von Czarnowoski em 1954 (57).

Frutose também foi encontrada em larvas de Gastrophilus intestina

lis (37). Quahdo Locusta migratoria era alimentada com peras, fru

tos muito ricos em frutbse, apresentava a ocorrenciez deste agﬂcar
em sua hemol{nfa . Hansen (26),.autor deste trabalho, propunha na
_ocasiﬁo gque a presenga de agﬁcares na hemclinfa dependia muito da
‘alimentagao.proporcionada ao inseto, uma vez gue o mesmo Locusta

@ig;atoria>alimentado com trigo ou repolho de bfuxelaé nao conti
_nhé frutose no sangue;_Aproximadamente 90% dos carboidratds‘ to
tais'enéontfados bor'Hansen nesta Jltimé experiﬁnéiéueram gluco

‘se Qu 01ig0ssacarideos constituidos de unidades dé glucbse (.mal'
tose e celobiose).

0 fato de tef_sido encontrada pequenaquantidade de saca

rose em'Fastronqvlus meqiétus,'ocorréhcié apa;entemehté'descrita”
‘péla primeira vez ém’insetos, parece ter imporféncia. Todavia_co
mo as quantidades obtidas deste agﬁcar foram muito peduenas nao
houve ainda possibilidade de ser identificado por testes quimicos.
A fracao do cromatogmma (figuré 1) revelada com ninidrina,
c foi no sentido de sevinvéstigar‘a possivel presenca de amino-
agﬁcares, provavelménte giucosamina e seus dérivados.‘inesperadé
‘mente porém, surgiram "spots" no gromatograma que_dépoié de reﬁe
zlados com hinidriha, correspondiam a amino-acidos. Claro qﬁe‘. e
conheciaa“a presengé.de amino-écidos na hemolfnfa; mas supdnhé -

v$e que a passagem do material pela coluna de»Amberlite me-3 (mié



Discussao

tura de resinas acida e bésica) houvesse: eliminado estes compos
tos. E prové&el que a ocerrencia seja devida ao fato destes com
postos serem anfionios e que o pH, quando da passagem pela colung
estivesse muito perto do ponto isoidnico, o que poderia ter per

PS

mitido se comportarem como compostos neutros.
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14

Foram injetadas diferentes quantidades de glucose-U-""C . ' na

regiao dorsal das ninfas de 5° estégio e adultos de Panstrongylus

megistus, {inseto vetor da doenga de chagas). Apés 10, 15, 20 e
30 minutos da administracao de glucose radioativa a hemolinfa foi
extraida e coletada em etanol. A analise revelou que grande par
te da radioatividade permanecia soluvel apés precipitagao com
élcool. A hemolinfe assim desproteinizada foi desionizada com Am
berlite NMB-3 e o eluato foi concentrado e analisado por cromato
grafia em papel.

A analise radiocromatogréfica da hemolinfa da ninfa de 52 es
tégio revelou a presenga de um trissacarideo com RG=0,3; de Tre
alose, sacarose, frutose e glucose.

A analise radiocroﬁatogréfica da hemolinfa do inseto adul to

mostrou somente a presenga de glucose e sacarcse.
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