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RESUMO

£ sabido que a hemolinfa dos insetos geralmente contém
uma enzima, a trealase, que tem a propriedade de hidrolisar
trealose em duas moléculas de glﬁcose. Em Triatoma infestans ,
em determinadas ocasiOes isto nao ocorre devido a presenca de
- um polipeptideo de peso molecular 20.000, que associado a uma
molécula menor, tem a capacidade de inibir a trealase. Este
polipeptideo apresenta uma composicao com predominancia dos
aminoacidos: acido glutamico 22;6%; prolina 12%; e alanina
10,4%; além de hexosaminas. A inibigao obtida pela agdo do po

lipeptideo & do tipo competitivo puro.
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INTRODUCAO

O dissacarideo trealose (D-glucopiranosil D-glucopirano
sideo), geralmente & encontrado como: a,0 trealose: o,B trealo
se ou neotrealose e B,B trealose ou isotrealose, que sao os isO
meros mais comuns. Destes o mais comum, sendo também o princi-
pal actcar da hemolinfa dos insetos & o a,D-glucopiranosil a,D-
glucopiranosideo.

A trealose & um aclUcar de ampla ocorréncia e lhe sao a-
tribuidas as mais variadas fungoes bioldgicas, as quais estao

3 < . § N .
relacionadas com suas caracteristicas e propriedades quimicas.

Pode ser encontrada em plantas, como substancia de re-
serva ; em leveduras atuando na osmoregulacao e desempenhando
um papel protetor na manutengao da estrutura de macromoléculas

. ’ W [ 50 = :
e do citoplasma em casos de "stress ; na membrana plasmati-

‘ : ; 20 : ; ;o
ca em casos de anidrobiose ; como fonte de energia para & di

visao celular 63; em fungos e leveduras 9'40’42’60’64’65’86;em

. ~ 10,38 . ; 2
esporos na germinagao ; em bacilos, no crescimento “; em

4
- . : 88 - . 61,77
esporozoarios no crescimento ; em bacterias

27
ceos e anelideos .

; em crusta

Nos insetos a trealose ocupa um papel fundamental, pois
& encontrada na maioria dos tecidos, sendo o principal aglcar

da circulagido ocupando o lugar reservado a glucose nos mamife-

59

48 B - =
ros , também & encontrada nos musculog de voo dos insetos

Nos insetos a trealose estda envolvida nos processos que



implicam em maior, demanda de energia, como o & no caso da mu-
da , do jejum 76, e do voo 17, onde os niveis de trealose
circulante estao diretamente relacionados com a frequéncia dos
batimentos das asas.

Os niveis de trealose na hemolinfa dos insetos se situa
em torno de 5% sendo que existem‘alguns casos especiais como
em Megoura viciae 26, onde atingem 8,1% e em Trichiocampus po
puli . que na fase pré-pupal atingem 6,8%.

0. mecanismo de absorgao da trealose era desconhecido até
cerca de trinta anos atras, quando o problema comegou a ser es.
tudado por TREHERNE e em baratas e posteriormente em Schis-—
tocerca gregaria 85. O método utilizado por ele consistia em
encher o intestino do inseto com uma solugao de aglcar marca-
do com carbono 14 e ﬁm corante que nao era absorvido e, poste
riormente, medir a relacao entre a radioatividade e a cor.RAN-
DALL e DERR 68, utilizando intestinos invertidos do gafanhoto
Melanoplus differentialis, suspensos em meio contendo glucose,
determinaram que nao ocorria aumento na concentracgao interna
de aglcar, contrariandé O que ocorre normalmente quando a me§
ma técnica é uﬁilizada com segmentos de intestinos de mami‘fe-
ros. SHYAMALA e BHAT 77, usando intestinos do bicho da séda ,
Bombix mori, verificaram que a glucose radioativa passava‘be—
las paredes nés dois sentidos, indicando difusao. A adigéé de
dinitrofenol nao afetou a experiéncia, nao havendo portanto e
videncia de transporte ativo. Resultados semelhantes foram o§

36

tidos por GELPERIM , em Phormia regina. Ao contrario dos ver

tebrados, parece que os insetos nao utilizam transporte ativo
na absorcao de aglcares, e estes experimentos sugerem que o

mecanismo de transporte de aclcares através das paredes seja



por difusao passiva.

A absorcao intestinal de frutose e manose bem como o seu
apareéimento na hemolinfa sao mais lentos do que a glucose, e
também a sua conversao a trealose € mais lenta porque sao pri -
meiro convertidos a glucose 21, A glucose injetada na hemolin-
fa "in vivo" & rapidamente convertida a trealose e isto sb nao o
corre, quando a quantidade do acucar & tal, que provoca a safu—
racao do mecanismo enzimatico de sintese de trealose.

TREHERNE Bk

, verificou que a conversao de glucose a
trealose & extremamente rapida. Tanto que uma injecdo de 0,14 mg
de glucose (Clé) em adultos de Schistocerca, deixa um residuo de
apenas 8% da radioatividade inicial ap0s 15 minutos. E CLEGG e
EvaNs 17 constataram que quando eram aplicados apenas tracgos de
glucose radioativa, a mesma se reduz 50% apos dois minutos da
injegao e 90% em dez minutos.

A despeito das implicagoes que possa ter um mecanismo de
absorcao passi&a de carboidratos,seja em consequéncia do meio em
que vivem oOs insetos, como do suprimento alimentar, exister uma
definida evidéncia de regulagao, pelo menos no que diz res?eito
a trealose. Os niveis de trealose em insetos podem variar muito
mas numa mesma espécie e num mesmo estagio de desenvolvimento
parece existir um limiar caracteristico, o qual tende a se man-
ter constante mesmo que ocorram mudangas em seu tipo de nutri-
cao. Entretanto as reservas de glicogénio podem sofrer uma que-
da sensivel. Experiéncias realizadas com bicho da séda mostra -
ram que, quando deixados em regime de baixa alimentacao por uma
semana, os niveis de trealose na hemolinfa se mantém, mas os de
glicogénio baixam até a metade dos normais .

A regulacgao enzimatica via metabdlitos, Ions e hormoni-

os controla a velocidade de interconversao de glicogénio,trealo



se e glucose nos insetos. Este tipo de contrdle tem sido mais
intensivamente estudado em preparagoes de corpo gorduroso e de
misculo, sendo especialmente importante na manutengac da home
ostasia dos acglicares da hemolinfa. Varios ativadores e inibi-
dores enzimaticos que regulam o fluxo de substratos durante a
sintese e degradagdo de glicogénio e trealose tem sido identi
ficados 4, Alguns pontos deste controle metabdlico e a impor
tancia central de Glucose-l-fosfato e Glucose-6-fosfato no con

trdle do metabolismo de carboidratos estao sumarizados abaixo:

Glicogénio «———— ——» irealose
Pi -
_| Treglose-6
Bi fosfatase -
e sintetase v
iﬁ%ﬁ““’ & glucose-6- | 2
ase
| « Trealase
OATP Treclose-6-P L
¢
&, Treclose
ubP | [fosfosintetase

=UDP Glucose—>SE | | © trealose

' I Hexequinase
@Gaacgse-s-P

Glucose
L ADP ATP > P
| v H,0
T Glucose-6-P Doty
Fosfoglucomutase Glucose-6- fosfatoss
D treglose
| _1Enzimas
glicoliticas
v

Cadela Glicolitica.



Além destes pontos de controle-mgtabélico, um hormonio hi
perglicémico semelhanﬁe ao glucagon e talvez um hipoglicémicose
melhante & insulina podem estar regulando o metabolismo de car-
boidratos em insetos. A presenca de um hormonio hiperglicémico,
originario do sistema neuroendocrino dos insetos foi descrito
por STEELE 80, que demonstrou que extrato salino de "Corpora car
diaca" de Periplameta americama causa um aumento no nivel de
trealose da hemolinfa e um concomitante decréscimo no glicogé -
nio do corpo gorduroso deste inseto. Desde entao atividade hi -

perglicémica tém sido demonstrada existir também em outras espé

cies como Locusta migratoria, Calliphora erythrocephala e Apis

mellifera 16.

Este hormonio foi parcialmente caracterizado e sugegido
ser um peptideo secretado por células neurosecretoras na "corpo
ra cardlaca" ou por células neurosecretoras cerebrais. Aparente
mente este hdrﬁénio age através do AMP ciclico ativando a glico
génio fosforilase.

O principal alvo deste hormdnio hiperglicémico € o corpo
gorduroso, onde ocorreﬁdegradagéo do glicogénio provocando um
aumento na velocidade de sintese de trealose, mantendo Otima a
concentracao de trealose na hemolinfa. Este hormonio pode mobi-
lizar o glicogénio do cordao nervoso parecendo ter pequeno‘efel
to mobilizador sdbre o glicogénio‘de reserva do musculo e intes
tino. |

A formacao de glucose-1-P a partir do glicogénio de reser
va presente no cordao nervoso de Periplaneta americana mostrou
ser regulada por uma amina fendlica (octopamina) e por um hormé
nio hiperglicémico. A octopamina, como ocorre com o horménio hi

perglicémico,’parece ativar a glicogénio fosfbrilase, aumentan-



do a velocidade de sintese de AMP ciclico, parecendo ser um a-
gente glicogenolitico primario no cordao nervoso. A glucose-1-P

liberada. .do glicogénio permanece no cordao nervoso, sendo u-

16

tilizada como fonte de energia para o metabolismo nervoso
Comegam a aparecer evidéncias de que os insetos secretam
um horménio hipoglicémico em sua "corpora cardiaca". Como exem
plo pode ser citado que foi possivel detectar, por radioimuno-
ensaio, um material que desempenha propriedades idénticas a in
sulina em larvas de Drosophila melancgaster e na largata do ta
baco Manduca sexta que, aparentemente, provoca um abaixamento
na concentragao da trealose da hemolinfa. Assim como aconﬁece
nos vertebrados, este hormonio hipoglicémico deve funcionar fa
cilitando o transporte de glucose através da membrana celular

e permitindo a sintese do glicogénio 16.

O envolvimento preciso destes hormdnios hipo e hipergli
cémicos no metabolismo de carboidratos nas diferentes ordens de

insetos ainda estd para ser completamente elucidado.

ApdOs a absorcao ou sintese, a trealose pode ser catali-
ticamente hidrolisada a glucose para ser entao utilizada , nas
principais vias do metabolismo de carboidratos. Esta hidroOlise
assim passa a exercer um mecanismo regulador destas vias metabd
licas, e & realizada por uma finica enzima a trealase ( 0,0 l-D-
~-glucosidase E.C.3.2.1.28), cuja équagéo geral é representada a-

baixo:

Trealose + H20 + o-D-glucose + B-D-glucose

A analise cromatografica dos produtos da reagao catalisa
da pela trealase renal de porco mostram duas moléculas de o-D -
glucose

, a mesma hidrdolise catalisada pela trealase de Sarco

phaga barbata L8 mostra uma inversao parcial de configuragao,ou



seja libera quantidades equimoleculares de oa-D-glucose e R-D-

-glucose. Resultado idéntico foi descrito com trealase de leve

dura 41.

A trealase é conhecida como sendo uma enzima altamente
especifica para a hidrdlise de trealose, HEHRE et al, 4lno en
tanto relatam que trealases isoladas do cortex renal de coelho
e de Candida tropicalis, parcialmente purificadas, podem hidro
lisar l-desoxi-1l-fluor a-D-glucopiranosila ou l-desoxi -1-fl-
or B-D-glucopiranosila, bem como catalisar a transferéncia do
grupamento glucosila de l-desoxi-l-flUor B-D-glucopiranosila
para o aceptor a—D-glucopirénose, formando o,a-trealose como
um intermediario que & rapidamente hidrolisado.0 sitio ativo ,
responsavel pela hidrdlise desses substratos, parecé ser comum

a trealose, uma vez que eles inibem a enzima competitivamente.

\».
Assim, a trealase pode catalizar as duas reacgoes:

I - : 1l-desoxi-l-fllor o-D-glucopiranosila (ou trealose) +

HZO +. B=D-glucose + HF (ou a-D-glucose).

I1-

l-desoxi-1-fllor R-D-glucopiranosila + a-D-glucopirano

/
se + qa-o —-trealose + HF

Recentemente Kasumi et al, 47 relataram que a trealase
possui atividade de transglicosilase, em que promove a sintese
de a-D-glucopiranosil a—D—xilopirénosideo a partir de B-D-glu
cosil-fluoride e o-D-xilose. A trealase tem sido encontfada
a exemplo da trealose numa grande variedade de organismo™ in -
clusive em alguns que nao armazenam e nem sintetizam a trealo-
se, porém a ingerem na dieta. A demonstragao desta enzima em
insetos foi feita em cabeca, torax e abdomen de caruncho de ba

tata por FREREJAQUE 29.



O intestino dos insetos possuem trealases bastante ati-
~ . 7,91
vas, apesar deles normalmente nao ingerirem trealose ;  ou
ingerirem em quantidades muito pequenas, acredita-se que sua
presenca possa estar relacionada a um mecanismo de absorcao de
aclcares, que visa prevenir a perda de trealose por difusido.E-
vidéncias da perda de trealose pelo intestino sao dadas pelos

manas 244539 e por sua presenga ocasional em mel de abelha.

No corpo gorduroso dos insetos, ocorre a conversao de
glucose e glicogénio a trealose, que desta forma € liberada na
hemolinfa para atender as fungoes que demandam energia através

de sua hidrdlise i glucose por acdo da trealase. SACKTOR E WOR

MSER-SHAVIT 72, estudando a via glicolitica em musculo de voo

de Phormia regina, concluiram que a clivagem enzimatica da trea

lose pela trealase & limitante na regulagao da glicdOlise. Pos-

73

teriormente, SACKTOR observou que, a Erealase esta envolvida

no transporte de glucose na mucosa da parede intestinal e no te
cido renal de mamiferos 22’3,
Em corpo gorduroso a trealase normalmente apresenta bai-

12,13

xa atividade 44, apenas CHANG et al , relataram uma treala

/
se em corpo gorduroso de Samia ricini, que €& bastante ativa no

tempo de muda.

Foram encontradas multiplas formas de trealase em teci-
dos de um mesmo inseto e até em um mesmo tecido. A trealase de
musculo tem sido encontrada associada a particulas celulares o

correndo também em forma sollvel (que & caracteristica da hemo

32

linfa e intestino), mas sao distintas eletroforeticamente

Em Phormia regina 33, foram descritas trealases eletro-

foretocamente e cineticamente distintas em fungao dos diferen-



tes tecidos. E ainda demostradas duas isoenzimas A e B, sendo

a primeira caracteristica de intestino e hemolinfa e a segun-

da de cabega, misculo e papila retal do inseto. Em Vespa ori

entalis, existe referéncias a sete isoenzimas de trealase34

em midgut de larvas. Na hemolinfa a ocorréncia de trealase foi
primei:amente descrita por HOWDEN e KILBY 44, que verificaram

altos valores de atividade enimatica em Schistocerca gregaria.

FRIEDMAN 30,31,33 estudando trealase em hemolinfa de Phor-

mia regina, oObservou inicialmente que a atividade»trealasica
aumentava quando submetia a hemolinfa a diluigoes crescentes.
sugerindo a presenca de um inibidor que teria natureza proteica,
associado a um ion metadlico. Estas suposigoes foram baseadasna
caracteristica termolabil do inibidor e na suspensao da inibi-
cao, por dialise contra EDTA. MATTHEWS et al 38 sugerem que a
ativacao por diluigao seria decorrente da lise dos hemdcitos ,
verificada em funcao da quebra do equilibrio osmdtico, uma vez
que detectou a enzima em soro e hemocitos de Periplameta ameri

cana. KATAGIRI 49

, trabalhando com trealase de soro livre de
hemocitos, empregando técnicas cromatograficas e radioautogra-
ficas, confirmou que a mesma estava realmente localizada noshe

mocitos.

FRIEDMAN 33, observou que o0s tratamentos empregados para

aumentar a atividade trealdsica da hemolinfa i.e., aquecimento
a 559 por dois minutos e didlise contra EDTA 50 Mm, sao inefi-
cases quando empregados em outros tecidos, mas constatou entre
tanto que o inibidor existente na hemolinfa era capaz de atuar
sobre estas formas de trealase. Foram também relatadas a pre -
senca de inibidores de trealase em Phormia regina 30, em Tria-

8,19

toma vitticeps e em Neurospora crassa 81, da qual foi iso
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lado um inibidor de trealase de natureza proteica.

Considerando a importancia do papel desempenhado pela
trealase no metabolismo de carboidratos em insetos, pareceu-nos
oportuno estudar o mecanismo de regulacao da referida enzima de
Triatoma infestans, visto que esse triatomideo se constitue num dos
hospedeiros do Trypanosoma cruzi agente etioldgico da doenca de

Chagas.

Neste trabalho nos propomos a isolar a trealase de Tria-
toma infestams, do seu inibidor bem como, purificar e identifi-

car biogquimicamente este inibidor.
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MATERIAIS E METODOS

2.1. - REAGENTES QUIMICOS

Os reagentes quimicos empregados neste trabalho e-
ram de grau de pureza analitico e foram obtidos das melhores fon

tes comerciais.

2.2. INSETOS
2.2.1. - OBTENGAO

Os insetos utilizados neste ;rabalho para obtencao
da trealase e do inibidor, foram adultos e ninfas de quinto esta
gio de Triatoma infestams, Triatoma vitticeps, Rhodnius prolixus,
Panstrongilus megistus e Diphetalogaster maximus, que foram gen-
tilmente cedidos pelo ﬁr.'José Jurberg do Instituto Osvaldo Cruz
(Fiocruz), do Rio de Janeiro e pelo Prof. Ionizete Garcia/do De-

partamento de Zoologia da Universidade Federal do Parana.
2.2.2. - MANUTENCAO

Os insetos foram mantidos a uma temperatura média de
259 e umidade de 80%, acondicionados em frascos plasticos de 9
cm x 13 cm, fechados na extremidade superior com uma tela para

permitir a alimentacgao.
2.2.3. - ALIMENTAGARO
A alimentagadao era realizada em média a cada trinta

dias e foram utilizados sangue de bovinos e galinhas, adotando-



12

se O seguinte procedimento:
2.2.3.1. - SANGUE DE GALINHAS

As aves tinham a penugem do peito removida e eram
contidas em um cavalete especialmente preparado para esta fina
lidade que possibilitava encostar o frasco contendo os insetos,
diretamente na superficie depenada, permitindo aos mesmos ali -

mentarem-se através da tela.

2.2.3.2. - SANGUE DE BOVINOS

O sangue era préviamente coletado com citrato a
3,8% (p/V). Para efetuar a alimentacao em laboratdrio era uti-
lizado um aparelho de vidro, figura 1, desenvolvidq por GARCIA
et al 35, acoplado a um banho-maria circulante para manter | o
sangue a temperatura conveniente (37 - 499). Todo o sistema e-
ra montado em uma bancada contendo varios aparelhos (alimenta-
dores), permitindo a alimentagao simultanea em igual nimero de

frascos contendo os insetos.

2.2.4. - EXTRAGAO DA HEMOLINFA

A hemolinfa dos insetos anteriormente citados era
extraida por secgao dos espinhos pronotais laterais e coletada
diretamente a um capilar. Toda a operacao era efetuada em banho
de gélo (0-49). O volume médio obtido por inseto era de 20 a 30
microlitros por inseto adulto e cerca de 40% a mais nas ninfas
de quinto estagio. Este volume de hemolinfa pode ser extraido
sem sacrificar o inseto que, sefnecessério, pode ser utilizado

para outras extragoes.

A hemolinfa pode ser armazenada a -59 por varios me

ses que a enzima e o inibidor permanecem estaveis.
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2.3. - PREPARACAO DE EXTRATOS LIVRES DE CELULAS DE DIFE-
RENTES TECIDOS DO TRIATOMA INFESTANS .

Os insetos foram dissecados com auxilio de lupa ,

em placa de Petri e os orgacs lavados em tampao McIlvaine gela-

do, pH 5,6.

Os tecidos foram macerados isoladamente em tubos de
ensalo de (0,9cm x 7 cm), com bastao de vidro, e a extragéofoi

feita utilizando trés volumes do mesmo tampao.

Os homogenados eram centrifugados a 17.300 x g -por
15 minutos em centrifuga Sorval RC-5 da Dupont Instruments,e o
sobrenadante era dialisado por uma noite contra agua destilada,
com agitagao em camara fria. ApOs a dialise os extratos livres

de células foram armazenados a -159C, sob estas condigoes a

\

trealase e o inibidor permaneciam por vérios meses, sem perda

significante de suas atividades.

2.4. - METODOS QUANTITATIVOS DE ANALISE

2.4.1. DETERMINAGAO DA ATIVIDADE TREALASICA

O sistema de incubagao padrao continha: 10 ul . de
tampao McIlvaine pH 5,6 (acido citrico 0,1M e fosfato de sddio
dibasico 0,2 M), preparagéo de enzima conforme indicado e agua

destilada num volume final de 50 Ml. ApOs uma hora a 379 a rea

cao era parada pela adigao de 0,5 ml do reativo de SOMOGYI78

14
mais 0,45 ml de agua destilada e aquecido a 1009 por quinze mi
nutos. Os tubos eram resfriados em banho de gélo e adicionados

0,5 ml do reativo de NELSON 62

. 0 volume final era ajustado pa
ra 2.5 ml com agua destilada, e a densidade Otica lida a 535nm
em espectrofotdmetro Coleman JR., modelo 6A de Coleman Instru

ments, 0-D-glucose foi utilizada como padrao.
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Todos os ensaios foram feitos em duplicata acompanhados

de um tubo controle, ao qual o substrato era adicionado apOs

a incubacgao.

A trealase utilizada nos experimentos deste trabalho,sal
vo indicagao em contrario, corresponde a fragdo retida por ul

trafiltracao empregando membrana PM 30, conforme descrito a-

diante.

2.4.2. - DETERMINAGAO DA ATIVIDADE ANTI-TREALASICA

Os métodos aqui descritos para avaliacao da atividade an
ti-trealasica sao baseados na inibic¢ao da hidrdlise da trealose

misturando as preparacgoes em estudo, que contém o inibidor,e a

enzima.

A atividade anti-trealasica é medida pela diferenga entre

- . ~ \ N
os graus de hidrolise de uma concentracao\conhecida de trealose,
por uma quantidade determinada de enzima e outro sistema conten

do a mesma quantidade de enzima acrescida de uma 'quantidade con

veniente do inibidor.

Existem diversos modos de expressar a atividade anti-trea

_ /
lasica. A maneira adotada neste trabalho € pela porcentagem de

inibigao.
3 inibicdo = LT - LT+T) x100
(T)
onde ( T ) = velocidade da reagao nao inibida
(T 4+ I ) = velocidade da reagao inibida

A hemolinfa utilizada para.obtengéo do inibidor era ex -
tralda 18 dias apds a alimentac¢ao, nas ninfas de 59 estagio e

22 dias, nos adultos.
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2.4.3. - UNIDADE ENZIMATICA

Definiu-se como uma unidade de atividade trealasica, a
quantidade de enzima que libera 1 nanomol de glucose por minu-

to nas condicoes padrao do ensaio.

2.4.4. - ATIVIDADLE ESPECIFICA

E o nimero de unidades de enzima por miligramas de pro-

teina, ou seja nmoles de glucose liberados. min—l.mg proteina-l

2.5. - DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO DE PROTEINAS

A concentragao de proteinas das preparagoes foram

medidas pelo método de LOWRY et al 56, empregando soro albumi-

na bovina (Sigma) como padrao.

2.6. - ANALISES CROMATOGRAFICAS

2.6.1. CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE SEPHADEX G-50

Foram aplicados 0,5 ml de hemolinfa em uma coluna
de Sephadex G-50 de 0,8 cm x 12 cm, previamente lavada com KCl
0,1Me com agua destilada e equilibraaa com tampao McIlvaine pH

5,6.

A eluicao foi feita com o mesmo tampdo e fragoes
de 0,3 ml foram coletadas com fluxo de 0,5 ml por minuto. Para
detectar as fragoes que continham inibidor foram realizados en-
saios cruzados usando o sistema padrao de incubagao acrescido
de 10 pl do material das fragBes.que nao apresentavam atividade

trealasica.

2.6.2. ANALISE DE AMINOACIDOS POR CROMATOGRAFIA LI

QUIDA DE ALTA RESOLUGAO
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A andlise da composigao em amino dcidos do inibidor foi
executada, submetendo o peptideo a uma hidrolise acida em HCl
6N a 1109 por 96 horas, e analisando os residuos obtidos por
cromatografia liquida de alta resolucao (HPLC). Foi empregado
para’anélisebo método de formagao de produtos fluorescentes ob
tidos pela combinagao de aminas primarias e secundarias com
o-Phthaldeido (OPA) e hipoclorito de sodio (NaCl 0) na presen-
ca de 2-mercaptoetanol, conforme técnica descria por ISHIDA et

al45.

A detecgao do triptofano foi executada utilizando o rea-

24

tivo de ERHLICH (Solugao a 2% (P/V) de 4-dimetil amino benzal

deido em uma solugao de HCl a 20% (V/V) em acetona pura).

2.7. - DETERMINACAO DE HEXOSAMINAS

As hexosaminas foram determinadas quimicamente pe
5

lo método de Elson-Morgan, modificado por BOAS

2.8. - ULTRAFILTRACXO DA HEMOLINFA

As hemolinfas de adultos e ninfas de 59 estagio de
Triatoma infestans previamente dialisadas foram submetidas a ul
trafiltragao. O procedimento adotado foi filtrar uma véz usando
ultrafiltro Diaflo PM 10. da Amicon, que filtra substancias com
peso molecular até 10.000 daltbns, repor o material retido . ao
seu volume original, com agua destilada, e repetir a ultrafiltra
¢ao usando filtro Diaflo PM 30, que filtra substadncias com peso
molecular até 30.000 daltons. Estas operagoes foram realizadas

em banho de gelo.

As ultrafiltragoes foram efetuadas em celulas de
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ultrafiltracao Amicon, usando filtros de 25mm de diametro e
as especificagoes ja descritas acima. A pressao de ultrafil-
tracao foi de 2,5 Kg/cm2 utilizando nitrogénio gasoso pressu
rizado.

0s filtrados resultantes da ultrafiltracao em
filtros PM10 e PM30 foram denominados respectivamente de ini
bidor A e inibidor B. O material retido na membrana PM30 con
tém a enzima. Quando tratarmos da acao do inigidor sem indi-
car a fragao estaremos tratando da mistura das fracgdes A e B

do inibidor.

2.9. - DIALISE

Os extratos de diferentes tecidos (0,4-0,5 ml),
bem como a hemolinfa foram dialisados contra 500 ml de agua
destilada em camara fria, com agitagao, por doze horas, com

trés trocas de ligquido, salvo quando indicado em contrario.

2.10. - ELETROFORESE ANALITICA DO INIBIDOR B EM GEL DE

POLIACRILAMIDA

Foi utilizado como suporte de corrida gel de
poliacrilamida a 8% em tubos de vidro de (0,7 cm x 10 cm),com

persulfato de amdnio como catalisador.

A operacao foi realizada em camara fria a 49
durante trés horas, usando aparelho Ortec Mod. 4200 a 300 V e
5mA por tubo usando-se um sistema descontinuo de tampao Tris-
glicina pH 8,2, 50 mM. Como mafcador foi utilizado azul de
bromofenol (ABF) a 0,1%.

Foram empregados como marcadores moleculares fos

forilase B (94.000), soro albumina bovina (67.000), ovo albu-
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mina (43,000), anidrase carbonica (30,000), inibidor de trip-

sina (20.100), e lacto albumina (14.400).

As bandas de proteinas foram reveladas com Coo-
masie Azul Brilhante R-250 a 0,1%, em uma mistura aquosa con-

tendo 10% de acido acético e 25% de metanol.

Apds a eletroforese © eletroforograma nao trata
do com Coomassie foi comparado com um padrao de migragao para
localizagao das bandas de proteina e cortado em fatias de 2mm
na porgao correspondente a banda de proteina, homogeneizado em
tampao McIl