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ESTUDO DA TREALASE DE P.MEGISTUS (Burm. 1835) 

INTRODUÇÃO

A historia da descoberta da trealose remonta ao século passado 

quando, na Exposição Internacional de Paris, em 1855, foi exi­

bida uma coleção de produtos farmacêuticos orientais. Entre os 

mesmos» foi exposta amostra de um composto originário da STria, 

"Trehala", obtido de insetos e que no oriente era usado como - 

produto farmacêutico.

As primeiras noticias com respeito a trealose surgiram no cenã 

rio mundial com as publicações de três eminentes pesquisadores 

da êpoca. Berthelot publicou uma serie de trabalhos: "Sur di- 

verses matiêres sucree",” Sur le trehalose, nouvelle espece de 

sucre" e "Nouvelles recherches sur les corps analogues au su- 

cre de cane" (1,2,3).

Guibourt (4), em 1858, apresentava na Academia de Ciências de 

Paris um relato sobre a "trehala" usada no oriente: "Notice 

sur une matiere Phamaceutique nome le Trehala, produite par un 

insecte de la famille.de charançons". No ano seguinte, Hanbury 

(5) publicava na Inglaterra "Note on two insect-products from 

Pérsia", um deles sendo a "trehala".

Berthelot chegou a comentar em seus trabalhos a similaridade - 

do açucar que havia descoberto com o "mycose", isolado de um 

fungo que atacava o centeio, descrito por Wiggers em 1832(6) e 

por Mitscherlich em 1858 (.7). Mais tarde os dois açucares fo­

ram determinados serem idênticos e a nomenclatura proposta por 

Berthelot (trealose) foi a que prevaleceu.



Mesmo depois dos trabalhos de Leibowitz em 1934 e 1944 (8*9) - 

em que foi isolada a trealose de excreções secas de insetos, a 

Tntima relação dêste açúcar com este tipo de animais ainda não 

havia sido referida. Somente mais de dez anos depois começaram 

a aparecer indicações de que os insetos eram possuidores de um 

açucar muito particular, determinado ser a trealose por três - 

grupos diferentes de pesquisadores: Wyatt e Kalf, 1956 e 1957 

(10,11); Howden e Ki1by em 1956 (12) e Evans e Dethier em 1957

(13).
A-

A trealose o açúcar mais característico da hemolinfa de muitos 

insetos, ( a-D-glucopiranosi1 -a D-glucopiranose) Wyatt, 1967

(14), Õ um dissacarideo simétrico de glucose que não tem pro­

priedade redutora por serem ambos os átomos de carbono anomé- 

rico das unidades de glucose ligados entre si por ligação gl#'’- 

cosTdica. Normalmente, mais de 0,5% dos açucares totais estão 

contidos na hemolinfa dos insetos. Em vãrios deles a trealose 

e encontrada em altas concentrações (cerca de 6,5%) e a gluco­

se em quantidades menores.

Alguns pesquisadores como Evans e Dethier, 1957 (13); Mochna- 

cka e Petryszyn, 1959 (15); Barlow e House, 1960 (16) Dutrieu, 

1961 (17); Crompton e Birt, (18); Wimer, 1969 (19); Leader e 

Bedford, 1972 (20) não encontraram trealose na hemolinfa das - 

espécies que estudaram, mesmo em diferentes estágios de desen­

volvimento. Randall é Derr (21) em 1965 determinaram a presen­

ça do dissacarTdeo em todas as espécies estudadas, embora re­

sultados negativos tenham sido encontrados em algumas fases 

do desenvolvimento.

Na musculatura, principalmente em músculos responsáveis pelo - 

voo, êste açúcar é também encontrado. Em Locusta migratoria, a 

concentração do dissacarTdeo apos o voo, e significantemente - 

reduzida, (Bücher e Klingenberg, 1958) (22). Estudos semelhan­

tes foram realizados em Peri pianeta ameri cana por Polacek e -
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e Kubista9 1961 (.23), era Phorraia regi na por Cleeg e Evans,

1961 (24), Sacktor e Wormser-Shavit, 1966 (25) e em Musca domes 

ti ca por Srivastava e Rockstein, 1969 (26).

Cleeg e Evans (24) trabalhando cora Phorraia regina, determinaram 

que havia uma Tntima relação entre a concentração de trealose - 

da hemolinfa e a frequência de. batimento das asas do inseto.

Em 1966, Sacktor e Wormser-Shavit (25) encontraram um sensível 

desnível na concentração da trealose da hemolinfa durante o 

vôo da Phormia regina. A concentração deste dissacarideo caia 

abruptamente nos primeiros cinco segundos, continuando a baixar 

de maneira menos violenta atê os trinta segundos e este nível - 

de consumo de trealose continuava a baixar com menos intensida­

de com a continuação do voo. Os referidos pesquisadores postuljí 

ram que estas diferenças de níveis ocorriam porque, primeirame£ 

te era consumida com alta intensidade a trealose muscular e de­

pois dos trinta segundos de voo era então utilizada a trealose 

da hemolinfa.

Na mesma epoca em que a trealose foi determinada em insetos, 

Fairbain e Passey em 1957 (27) descobriram a ocorrência deste - 

açúcar em Ascaris e em outros invertebrados pertencentes a ou­

tros fi'los(28).

Segundo Myrbãck, 1949 (29) a trealose pode ser encontrada em 

fungos e algas. Kandler e Senser, 1 965 (30) descreveram seu apa^ 

recimento em algumas pteridofit a s .

A utilização da trealose por insetos depende de uma enzima he- 

drolTtica específica denominada trealase, ( á - a - Glucosideo - 

1-glucohidrolase, E.C. 3.2.1.28) que hidrolisa aquele açúcar em 

duas moléculas de glucose.

Tréalose + glucose + glucose
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Ate o presente momento, nenhum outro mecanismo para degradar - 

trealose e conhecido em insetos.

Em 1941, antes que fosse determinada a presença da trealose em 

insetos, Frerejacque (31) jã ensaiava experimentos que prova­

vam a existência da enzima hidrolTtica trealase naqueles anima^ 

is. Procurando uma fonte razoável da enzima este autor investj_ 

gou vários insetos que se alimentavam de fungos que eram sabi­

dos conter trealose. Havendo determinado trealase nestes, ten­

tou então outras especies, verificando surpeendentemente que 

um grande número deles apresentava preparações com atividade - 

enzimãtica bem sensível. Também obtinha preparações com ativi­

dade trealãsica ã partir de hemogenados de cabeça, torax e a b ­

dome de um colfoptero que atacava batata. Usando estas prepara 

ções, a trealose era hidrolisada mais rapidamente que sacarose 

e maltose. Observou ainda que o pH Õtimo para esta enzima estji 

va em tôrno de 5,8.

Somente a partir de 1954 recomeçaram a ser publicados trabalhos 

sobre a trealase de insetos, Alguns pesquisadores trabalharam' 

com preparaçõesde insetos inteiros, Kalf e Rieder 1958 (32)j - 

Saito em 1960 (33); Guilloux et al., em 1968 (34).

A Trealase ocorre tanto em tecidos iguais de especies diferen­

tes, como em tecidos diferentes do mesmo inseto. A trealase st) 

lúvel e encontrada no intestino e hemolinfa (35,36), entretan­

to outro tipo, que está associado ã frações parti cuia dai, e eji 

contrado em músculo (37,38 ,39,40). No tubo digestivo ê onde - 

se encontra trealase com mais alta atividade enzimãtica. Em 

1954, Duspiva (41) isolando trealase de glândulas salivares e 

intestino de várias especies de afTdeos, observou que a enzima 

exibia maior atividade frente ã trealose do que ante sacarose, 

que era o açúcar que predominava em sua dieta. Petryszyn e 

Szarkowska, 1959 (42) encontraram uma alta atividade de enzima 

no intestino da lagarta de Celerio euphorbiae .
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Recentemente em 1975, Talbot e Huber (43) isolaram e purifica­

ram parcialmente trealase intestinal de Apis mel!ifera.

A presença da trealase no intestino dos insetos se verifica a- 

parentemente com a finalidade de evitar perda de trealose, que 

sendo hidrolisada em duas moléculas de glucose, e facilmente - 

difundida atrayés da parede intestinal para q hemolinfa e cor-* 

po gorduroso, onde a trealose seria ressintetizada, evitando - 

assim a sua perda pela excreção intestinal (44).

Ehrardt em 1 962 (45), observou que alguma quantidade de trealt) 

se era encontrada ocasionalmente no jne"l excretado por afideos.

A trealase do sistema digestivo de gafanhotos adultos foi moti_ 

vo dos estudos de Zebe e McShan, 1959 (46) em Leucophaea made- 

r a e; Derr e Randall, 1 966 (47 ) em Melanoplus differentialis; e 

em Schistocerca gregaria, por Evans e Payne, 1964(48).

Em trabalho recente, Friedman (49) determinou que a trealase 

de Phormia regina não era eletroforeticamente ou cineticamente 

homogénea e que parecia existir dois tipos da enzima. Uma iso- 

enzima A que era restrita ao intestino e hemolinfa e um&iXsoeji 

zima B que ocorria na cabeça e músculos do inseto.

Vários trabalhos tem sido publicados mostrando a presença da 

trealase na hemolinfa de insetos. Os primeiros pesquisadores a 

descrevé-la foram Howden e Kilby (12). Friedman em 1960 e 1961 

(50,51) realizou experiências interessantes com espécies adul­

tas de Phormia regina, verificando que quando se aquecia hemo­

linfa a 609C durante 1-3 minutos a atividade da enzima aument£ 

va sensivelmente. 0 mesmo era verificado com a adição de EDTA, 

o que mostrava nescessitar a enzima de um metal divalente, pr£ 

vavelmente Mg+ + . A hipótese de Friedman é a de que existiria 

na hemolinfa uma protêina ou lipoproteTna bloqueando ou inibiji 

do a atividade trealasica, que após aquecimento a 609C era sen
O» ^ _ —

sivelmente aumentada. Uma explicação para este fenômeno seria
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a possível desnaturação do inibidor pelo aumento de temperatu­

ra .

Algumas mudanças na atividade da trealase da hemolinfa durante 

o cielo de ecdises foram observadas por Duchãteau - Bosson et 

al (52), Estes autores determinaram que durante as mudas, en­

quanto o nível de trealose baixava o de glucose era elevado - 

sensivelmente. Este fato, que jã havia sido descrito por Flor- 

kin (53) e por Wyatt e Kalf (10) não foi documentado com dados 

quantitativos. Estes desníveis foram interpretados como sendo 

uma desinibição fisiológica da trealase da hemofinfa, assim - 

sendo a glucose apareceria quando fosse>para processos de sín­

tese como,por exemplo, na formação da quitina pela epiderme e 

da seda pelas glândulas da sida, experiências citadas por Flo£ 

kin e Jeuniaux (54).

Na lagarta do bicho da seda Samia cyntia ricini, Chang et al., 

1964 (55), observaram que quando ensaiavam diretamente a hemo­

linfa extraída nos estágios de muda, e no período de pupação.a 

trealase mostrava-se ativa, o mesmo não acontecendo durante o 

período dealimentação para o crescimento. Quando submetida ao 

aquecimento, ou em presença de EDTA, conforme demonstrou Frieti 

man em Phormia regina (51), ocorria um aumento na atividade - 

trealasica da hemolinfa a qual aparecia em outras fases do / - 

crescimento do inseto, onde anteriormente não havia sido dete£ 

tada. Por outro lado, os mesmos tratamentos não surtem efeito 

quando aplicados a hcmoge.na dos de i ntesti no e corpo gorduroso.

Liu e Feng (56), observaram um áumento na atividade trealasica 

na hemolinfa dè Leucania separata submetida a um jejum contín£ 

o, quando ocorria também uma concomitante queda nos níveis de 

trealose.

Pelo que foi apresentado ate agora conclui-se que a presença - 

da trealase na hemolinfa parece ter a finalidade de produzir - 

glucose para os processos de síntese em tecidos que não tem ca_
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pacidade de utilizar a trealose diretamente.

Outro tipo de trealase, associada a frações particuladas, fói - 

determinada por Sacktor em 1955 (57) em músculo de voo de Musca 

domestica. Pelos estudos de Hansen (58); Reed e Sacktor (59); - 

Gussin e Wyatt (38) e de Gilby et a l ., 1967 (60), sabe-se atuaj_ 

mente que 25% da atividade total da trealase do músculo esta na 

forma solúvel. Segundo Friedman e Alexander (61) a trealase so­

lúvel encontrada no músculo de Phormia regina, é eletroforetica^ 

mente diferente da trealase encontrada na hemolinfa.

Em Sarcophaga barbata, Clements et al.(62) encontraram uma tre£ 

lase mitocondrial. Reed e Sacktor (59), mais recentemente, de­

terminaram a localização ultraestrutural da enzima e m m i t o c ô n -  

dria de músculo de voo de Phormia regina, executando um sub-fra^ 

cionamento das membranas mitocondriais, medindo nestas a distri_ 

buição da atividade trealãsica. Devido a dificuldade de obten­

ção de boas preparações onde as membranas interna e externa est^ 

vessem separadas, tem sido de fato difícil aos pesquisadores a- 

firmar a real localização da trealase. Entretanto a hipótese de 

que esta enzima esteja situada na membrana interna da mitocÔn- 

dria e «i que tem prevalecido.

0 real;, mecanismo de controle da atividade trealasica durante - 

as fases de repouso-vÔo tem sido exaustivamente estudado sem 

ser alcançado o sucesso esperado.

A trealase de músculos torãxicos de várias espécies de. baratas, 

gafanhotos e borboletas noturnas podem ter sua atividade enzimã 

tic'a varias vezes aumentada pela ação de agentes físicos e quí­

micos como por exemplo, congelamento e descongelamento rápidos, 

uso de detergentes e adição de enzimas lipolíticas, que tendem 

a romper a estrutura lipoproteica das paredes (38,46,60,63).

Gilby et al., (60) Gussin e Wyatt, 1965 (38) trabalhando com$ - 

mosca doméstica e duas espécies de mosca varejeira, igualmente 

constataram que o congelamento e descongelamento, não provocavam
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nenhum aumento na atividade da trealase. Vaughan et al., J 9 7 3 ; 

(64) determinaram que a adição de Tons Ca não apresentavam ne­

nhuma influência sobre a atividade da enzima de múculo de Sar- 

cophaga barbata e Bombus hortorum.

Reed e Sacktor (59) demonstraram que a trealase do músculo de v 

võo de Diptera esta localizada na mitocondria, provavelmente na 

superfície externa da membrana interna daquela partícula celu­

lar.

0 trabalho aqui apresentado determina a ocorrência da atividade 

tralasica em hemolinfa e corpo inteiro de Panstronqylus megis- 

tus. Estudos foram realizados visando a purificação da enzima e 

a determinação de algumas de suas propriedades físicas e quími­

cas .
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MATERIAL - MÉTODOS

Insetos

Os Insetos da Ordem Hemiptera, Familia Reduvidae, Gêne 

ro Panstrongylus, Espécie megistus foram gentilmente - 

cedidos pèlo professor Antonio Mario Borba do Departa­

mento de Patologia Básica da Universidade Fereral do - 

Paraná. Para a realização deste trabalho foram utili­

zadas ninfas de 59 estágio e a trealase estudada foi - 

obtida de duas fontes: hemolinfa e corpo inteiro.

Condições de criação

Os insetos foram criados em laboratório, mantidos em - 

frascos de plástico com 12 cm. de base por 20 cm. de - 

altura tendo a abertura coberta com tela para permitir 

boa aeração e facilitar a alimentação. A temperatura - 

da sala de criação foi mantida em torno de 279C. Sendo 

insetos hematÕfagos a alimentação foi feita em galinhas, 

em intervalos de tres (3) dias..

Reagentes químicos

G1ucose-oxidase, peroxidase, a - a - trealose anidra, 

e outros açúcares utilizados, soro albumina bovina e 

bEAE-celulose foram adquiridos da Sigma Chemicals Com- 

pany. Os demais reagentes quTmicos utilizados no preseji 

te trabalho foram produtos puros e adquiridos de fon­

tes comerciais d a :mais alta confiança.

Métodos analíticos

Glucose foi dosada em hemolinfa, pelo método colorimé- 

trico da glucose-oxidase (65), modificado por Sois et 

: al., (66) e nos demais casos pelo método de Somogyi 

(67)e Nelson (68). A determinação de monossacarTdeos - 

redutores em presença de oligossacarTdeos redutores
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foi realizada utilizando o método de Caputto, Leloir e 

Trucco (69). DEAE-celulose foi preparada de acordo com 

o método de Sober et a l . s (70). ProteTnas foram deter­

minadas pelo método de Lowry et al.»(71) e as densida­

des Õticas foram medidas em espectrofotÔmetro Colleman 

Jr. Todos os ensaios foram feitos em duplicata e acom­

panhados de um tubo controle, sem trealose, que era a- 

dicionada apos a reação ser interrompida pela adição - 

de reativo de Somogyi.

EXTRAÇflQ E, PURIFICAÇÃO DA ENZIMA

Extração da hemolinfa

Varias tentativas foram feitas para extrair a hemolinfa 

dos insetos utilizados no presente trabalho. Primeira­

mente tentou-se coletã-la apos anestesia-los com cloro- 

fÕrmió e em seguida removendo uma das pernas; desta ma­

neira a quantidade de material obtida mostou-se insufi- 

* ciente; A tentativa de colher hemolinfa por centrifuga­

ção, apos decapitação ou remoção: de uma das pernas, mo£ 

trou-se ineficaz, uma vez que pela força centrífuga par 

te do conteúdo do tubo digestivo era coletado junto com 

o líquido desejado. Foi tentado ainda obter hemolinfa - 

fazendo uma perfuração no abdome do inseto, logo abaixo 

do escutelo, entretanto o m a t e r i a l  coletado com auxílio 

de uma micro-seringa graduada, não era suficientemente, 

puro para o desenvolvimento do trabalho, pois era fre­

quente, a perfuração do intestino. 0 método que surtiu - 

melhor efeito foi o de seccionar um dos-respinhos da po£ 

ção anterior e lateral do pronoto, por onde a hemolinfa 

era coletada com auxílio de um tubo capilar de 0,lcm de 

diâmetro por 14cm de altura. Antes da operação os inse­

tos eram conservados por d e z (10)minutos a temperatura - 

de 49C para evitar movimentação excessiva. Na execução 

do trabalho não foi levado em consideração o tempo apos
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a 4a. ecdise e sim o período põs alimentar do inseto - 

que foi de três(3) dias. 0 volume médio de hemolinfa - 

retirado de cada inseto foi de 60(sessenta) microli- - 

tros. Apresentava-se com coloração amarelo citrino, es_ 

curecendo com o tempo, chegando a cor negra quando em 

contacto com o ar, mesmo na temperatura de trabalho, - 

entre 2 - 49C. ApÕs retirada a hemolinfa os insetos 

eram conservados'a-1 59C para uso posterior, sem perda 

de atividade trealastica por pelo menos doze(12) meses.

Preparação do Extrato Livre de Células

80 insetos (ninfas de 59 estágios) sem hemolinfa e sem 

intestino (1.8gr), foram trituradãs em gral gelado con­

tendo 65gr de areia do mar previamente tratada. 0 mace­

rado foi suspenso em 35 ml. de agua destilada e centri­

fugado ã 10.000 X g por 30 minutos em centrífuga refri­

gerada International, Modelo Pf^.O estrato livre de cé­

lulas [48ml) foi. dial i sado durante uma noite contra a- 

gua a 49 C.

Tratamento com DEÀE - Celulose;

10 ml do extrato livre de células, dialisado, contendo 

375mg de proteínas, foram aplicadas a uma coluna de 

DEAE-celu)ose com capacidade de troca dé 0,98 mEq/gX»- 

com 1 ,'3cm de diâmetro por 19cm de altura, préviamente 

equilibrada com tampão fosfato de sodio 0,01 M,pH6,0.A 

enzima foi eluída com a mesma solução tampão num fluxo 

de Iml por minuto e frações de 5ml foram coletadas em 

coletor de frações Beckman. modelo 132, com unidade de 

refrigeração Beckmam.mpdelo 133.

Filtração em Sephadex G-100
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As frações que apresentaram maior atividade foram reunj_. 

das (20ml) e concentradas com Carbowax (Union Carbide - 

Chemicals Company) ate l,62ml. A solução enzimatica 

(l,62ml) foi aplicada em uma coluna (2 X 73cm) de Seph£ 

dex G-100 (Pharmacia-Upsala ), equilibrada previamente - 

com tampão fosfato de sÕdio.0,02 M, pH 6,0. A enzima 

foi eluTda com o mesmo tampão e frações de 7,0 ml foram 

coletadas em coletor de frações Beckraan.

As frações de maior atividade foram reunidas e usadas - 

para determinação de suas propriedades fTsicas e quími- 

c a s.

Sistemas de reação

Para a pesquisa da trealase na hemolinfa, a não ser

quando indicado no texto, a mistura de incubação era

constituída de 40 micromoles de tampão acetato pH 5,0;

2 micromoles de trealose e 0,02ml de hemolinfa, num vo­

lume; total de 0,5ml. A mistura incubada durante 30 minjj 

tos ã 379C. A reação foi parada por aquecimento em ba­

nho de agua fervente por 2 minutos, o precipitado foi - 

separado por centrifugação e a glucose liberada na sol£ 

ção sobrenadante foi determinada pelo método colorime- 

trico da glucose-oxidase. A cor desenvolvida foi deter­

minada em espectrofotõmetro Coleman Jr. a 430nm. Para o

estudo da trealase do inseto inteiro a não ser quando - 

indicado no texto, a mistura de reação continha 2 micr£ 

moles de tampão acetato, pH §,0; 2 micromoles de treal£ 

se e 0,02 ml de erizima num volume final de 0,05ml. A mi£ 

tura foi incubada por 30 minutos a 379C. A reação foi - 

parada por aquecimento, em banho de agua fervente por 2- 

minutos e o precipitado foi removido por centrifugação, 

o sobrenadante foi testado pelo metodo de Somogyi-Nel- 

son, para açucares redutores. A cõ-r desenvolvida foi - 

lida em Coleman Jr. a 535nm. 0s experimentos de etapas
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de purificação, concentração de enzima, estequiometria, 

efeito de reagentes inopgânicos, especificidade pelo 

substrato e estimativa do peso molecuar, foram realiza­

dos com enzima purificada. Foram desenvolvidas experien^ 

cias para comprovar o comportamento dos tampões 

Mcllvaine e acetato, sendo verificado que ambos se mos­

traram satisfatórios para os estudos da trealase de he- 

molinfa e do inseto inteiro.

Atividade Enzimãtica

A atividade enzimãtica foi determinada pela quantidade- 

de glucose liberada durante a hidrólise da trealose e a 

unidade de enzima foi definida como sendo a quantidade 

de trealase capaz de hidrolisar 1 microraole de trealose 

por hora, a 379C.

Estudo Termodinâmico da Reação

Para a avaliação dos parâmetros termodinâmicos foi ela­

borado um grafico de Arrhenius (72), através dos dados 

obtidos na avaliação da temperatura Ótima (To). A ener­

gia de ativação da reação (E*) foi avaliada a partir do 

coeficiente angular da reta obtida, quando se plotou o 

logarTtmo das velocidades, contra o inverso das tempera 

turas absolutas (9K), segundo a equação:

logV = - E */2,3 RT + LogC

onde V i a  velocidade maxiraa, E* i a energia de ativa** 

ção da reação, R i a  constante dos gases ( ~2cal/mol) - 

e T i a temperatura na escala absoluta.

A entalpia de formação do complexo enzima-substrato 

(H*), foi estimado segundo a relação abaixo:
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A H* = E* - RT

Outro parâmetro, Q^ q » definido como a relação entre as

máximas velocidades da reação, as. temperaturas absolu­

tas t̂ e _t + 10, (73) foi calculado por simples interpo­

lação da reta obtida segundo Arrhenius (72).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Atividade TreaTãsica da HemoTínfa

Efeito do aquecimento prévio

Confirmando o verificado por Friedraan C5H »  quando com­

provou a presença de um agente inibitÕrio da atividade- 

trealasica da hemolinfa de Phormia regina, que era des- 

truTdo pelo aquecimento, foi verificado que a hemolinfa 

de P.megistus também sofria a influencia da temperatura, 

com relação a sua capacidade de hidrolisar trealose.

Foi determinado que a atividade trealasica da hemolinfa 

de P.megistus era duplicada depois de submetida a aque­

cimento entre 50 e 609C por 1 minuto. Este fato parece 

mostrar a presença de um agente inibitÕrio que pode ter 

sido desnaturado sob a ação do calor. A atividade trea- 

lãsica da hemolinfa se apresentou sensivelmente aumenta^ 

da depois de aquecida a 529, 559 e 609C durante 1 minu­

to, conforme os resultados apresentados na Tabela I.
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T A B E L A _________I_

Efeito do aquecimento prévio sobre a atividade treala- 

sica da hemolinfa de P.megistus.

TEMPERATURA MICROMOLES DE GLUCOSE LIBERADA/HORA .

379 0,321

529 0,878

559 0,764

609 0,764

Sistema de reaçao

40 micromoles de tampão acetato, pH5,Q; 2 micromoles de 

trealose e 0,02 ml de hemolinfa, num volume total de 

0,5ml. Foi incubado por 30 minutos a 379C e a glucose - 

liberada foi determinada pelo método da glucose-oxidase 

(Material e Métodos).

Efeito do pH

0 efeito do pH sobre a hidrólise da trealose foi deter­

minado usando tampão Mcllvaine (.acido cTtrlco 0,1M e 

Na2HP04 0,.2M) em pHs 3,2; 3,6; 4,0; 4,6; 5,2; 5,8; 6,1; 

6,9. 0s resultados obtidos não estão de acordo com os - 

encontrados por Friedman (50) que determinou ser em pH 

5,6 que a trealase de hemolinfa de Phormia regi na apre­

sentava maior atividade. Com hemolinfa dé P.megi stus a
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faixa de pH entre 3,2 e 5,8 mostrouvse ser onde havia 

maior atividade enzimatica (Figura 1).

p h

FIGURA li Efeito do pH sobre a atividade trealãsica da h e moli n  
fa de P . m e g i s t u s . Mistura de ração: 40 micromoles de
tampão*^ nos pHs acima indicados, 2 micromoles de tre 
alose e 0,02ml de hemolinfa, num volume final de 
0,5ml. Fòi incubado por 60 m i nutos^a 379C e a g l u c o ­
se liberada foi determinada pelo método de Somogyi- 
Nelson (Material e Métodos).
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A influencia do tempo de incubação nos ensaios para a 

verificação da atividade trealasica da hemolinfa de 

P.megistus foi determinada. 0 sistema de reação ja dejs 

crito foi incubado à 379C durante diferentes tempos 

(Tabela II) e foi eleito o tempo de 30 minutos, levan­

do em consideração que nesse perTodo a quantidade de - 

trealose hidrolisada era suficiente para ser determi­

nada, sem discrepancias, pelos métodos usados.

Efeito do tempo de incubação

T A B E L A  II

Efeito do tempo de incubação na atividade trealasica - 

de hemolinfa de P.megistus.

TEMPO EM 

MINUTOS MICROMOLES DE GLUCOSE LIBERADA

Hemolinfa sem Hemolinfa aquecida
aquecimento 1 minuto a 529C

15 0,22 0,33

30 0,30 0,58

60 0,68 1 ,18

A mistura de reação foi a mesma descrita em Material e 
M é t o d o s •
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FIGURA

A quantidade de trealose hidrolisada pela trealase que 

contem na hemolinfa Õ proporcional ã concentração des­

ta ultima. Isto foi verificado na experiência represeji 

tada na FIGURA 2, onde foram usados volumes de hemoliji 

fa que variavam de 0,01 atê 0,1 ml.

2: EFEITO DA CONCENTRAÇSO DE HEMOLINFA
Mistura de reaçao: 40 micromoles de tampão acetato - 
pH 5,0; 2 micromoles de trealose e quantidades acima 
indicadas de hemolinfa, num volume final de 0,05ml. 
Foi incubado por 30 m i nutos^a 379C e a glucose l i b e ­
rada foi determinada pelo método da glucose-oxidase  
CMaterial e Métodos).
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0 efeito da concentração do substrato sobre a atividade 

trealãsica da hemolinfa de P . megistus foi determinado- 

com hemolinfa pre-aquecida a 529C. 0 efeito do pre-aque^ 

cimento da hemolinfa sobre aua atividade trealãsica es­

ta mostrado e discutido na pãgina 14.

A atividade trealãsica da hemolinfa apresenta um compoj^ 

tamento cinético segunde Michaelis-Menten, com relação 

a variação da concentração de trealose. 0 valor de km - 

obtido usando hemolinfa não purificada foi igual a 

2,9 X 10'4M (FIGURA 3).

Efeito da Concentração do Substrato

1 x i o - 4 m

FIGURA 3 : Representação de L i n e w e a v e r - B ur k  da relação entre a 
concentração de substrato e a atividade trealãsica da 
hemolinfa’ de ninfas de 59 estagio de P ,megistus «A mis_ 
tura de reação foi a mesma descrita em Material e M é ­
todos, variando as concentrações de trealose*
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Efeito de reagentes inorgânicos sobre a atividade trealãsica da 
hemoli nfa

O efeito de alguns reagentes inorgânicos sobre a ativi­

dade trealãsica da hemolinfa de P .megistus está resumi­

do na TABELA III. A experiência mostra que somente o 

cloreto de cálcio e cloreto de magnésio provocaram ini­

bição pouco significativa, enquanto que o cloreto de 

manganês e cloreto férrico apresentaram uma porcentagem 

muito baixa de inibição, menor que 2%. Cloreto de cobre 

e cloreto de cobalto não tem efeito algum sobre a ativi^ 

dade enzimãtica.

T A B E L A  I I I

Efeito de alguns reagentes inorgânicos sobre a ativida­

de trealãsica de hemolinfa de P .megi st us.

R-EAGENTES ATIVIDADE 
1 -----

Controle 100

MnCl 2 98,3

CuCl 2 100

CaCl 2 93,2

MgCl 2 94,9

CoCl 2 100

FeCl3 98,3

Sistema de r e a ç ã o :
Dois (2) micromoles de tampão acetato, pH5,0; 2 micromo 
les de trealose; 0,005ml de hemolinfa, e os reagentes jL 
norgãnicos acima mencionado, num volume final de 0,05ml, 
Foi incubado por 30 minutos ã 379C e a glucose liberada 
foi determinada pelo metodo da glucose-oxidase (Materi­
al e M é t o d o s ) .
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TREALASE DO INSETO INTEIRO

Purificação da Enzima

Vários sistemas tem sido usados para a obtenção da treja 

lase de insetos. Cada autor seleciona as técnicas que, 

praticamente, ajustam-se melhor ãs condições próprias - 

de .trabalho, ao apareihamento de que dispõe o laborató­

rio e, principalmente, ã fonte de enzima. Em Phormia re­

gi na (50) foi utilizado um sistema simples de purifica­

ção, acoplando fracionamento do extrato bruto com alcool 

e passagem da solução do precipitado por coluna de DEAE- 

celulose, Lefebvre e Huber(35) ja usaram método mais so­

fisticados para purificar trealase de Apis mel!ifera, 

como eletroforese de disco em gel de poliacri1a m i d a , a- 

lém de técnicas mais convencionais. Saito (33) passou a- 

enzima simplesmente em uma coluna de DEAE-celulose, en­

quanto Guilloux, Courtois e Percheron (34) utilizaram - 

sulfato de amÔnio e gel de alumina.

Durante a execução do presente trabalho foram testados 

vários sistemas de purificação e o que se mostrou mais- 

eficiente foi o que esta apresentado na Tabela IV.
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T A B E L A  I V  

Purificação da trealase de P. megistus

r ......  “

Frações Uni dades 
por ml

Uni dades 
Totai s

ProteTnas
mg/ml

Ati vi dade 
especTfi ca

■ Puri f i_ 
cação

Recupe 
ração.

Extrato

bruto 4,00 136,0 37,50 0,106 - -

Coluna 
de DEAE 
Celulose 2,20 43,0 1 ,70 1,290 13 35%

Coluna 
de Sepha- 
dex G-100 1 ,22 39,8 0,13 9,380 88 30%

0 diagrama representado na FIGURA 4 mostra o resultado 

da cromatografia em coluna de DEAE-celulose. Os resul­

tados obtidos são semelhantes aos de Saito (33), embo­

ra apresentasse um Tndice de purificação melhor que os 

obtidos por Lefebvre e Huber (35) e Duve (39).
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n* de f rações
9

FIGURA 4 : Coluna de DEAE - celulose

A mistura de reação foi a mesma descrita em Material 
Métodos, variando apenas a quantidade de enzima que 
foi de 0,05 m l •
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As frações de maior atividade específica reunidas apos a cromja 

tografia em DEAE~celulose (12ml). foram concentradas ate l,62ml 

(Material e Métodos) e aplicadas em coluna de gel de Sephadex 

G-100, conforme foi descrito. Na FIGURA 5 estão mostrados os - 

resultados obtidos, os quais estão de acordo com os de Lefebvre 

e Huber(35) para Apis mel li fera.
90-3

ris de frações
FIGURA 5 : Coluna de SEPHADE.X Gr 100

A mistura dê incubaçáo foi a mesma descrita em Mater^L 
al e métodos, variando apenas a quantidade de enzima 
que foi de 0,1 ml.
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0 efeito do pH sobre a atividade da trealase de P.megis- 

tus foi verificado dentro da faixa de pHs compreendida 

entre 3,35 e 7,20, usando tampões citrato-fosfato de 

Mcllvaine (0,1M ácido cítrico e 0,2M ^ 2 ^ 0 ^ )  f e  acetato 
de sõdio 0,2MJ.

A figura 6 mostra a forte dependência da atividade enzi- 

mãtica com a variação do pH de incubação. Máximas ativi­

dades foram obtidas quando o sistema de reação foi incu­

bado em pHs em tõrno de 5,0.

0 pH escolhido para o desenvolvimento das experiências 

apresentadas neste trabalho foi 5,0, o mesmo que foi uti^ 

lizado nos trabalhos de Saito(33), Friedman(50) e 

Duve (39) para as enzimas extraídas de B . mo ri,P.regi na e 

C.erythrocephãla respectivamente, embora Lefebvre e Huber

trealase de A.melli-

Efeito do pH

FIGURA 6 :Efeito do pH. 
M ist u r a  de reação: 10 
m i c r olitros de tampão 
M cll v a i n e  ou 2 m i c r o ­
moles de tampão aceta 
to nos pHs indicados;
2 m i c romoles de trea- 
lose e 0,02ml de enzi^ 
ma num volume final 
de 0,05ml. A mistur a 
foi incubada por 60 - 
minutos i 379C e a 
glucose liberada foi 
d e t e rminada pe.lo mêtjo 
do de Somogyi -Nelson 
(Material e M é t o d o s ) .

determinassem que o pH õtimo para a 

fera era de 6,5.

pH
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FIGURA

A reação catalisada pela trealase de P.megistus foi eji 

saiada em diferentes temperaturas e os resultados das - 

experiencias estão representados na FIGURA 7.

temperatura -c

7: Efeito da temperatura de incubação ^
Mistura de reaçao: 2 micr o m o l e s  de tampão acetato, pH 
5,0; 2 micromoles de trealose e 0,02ml de enzima num 
volume final de 0,05 ml.- A mis t u r a  foi incubada por - 
60 minutos nas diferentes temperaturas e a glucose - 
liberada, foi determinada pelo metodo de Somogyi-Nel- 
son (Mateiral e métodos).
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Proporcionalidade do terripo de incubação é concentração de erizi- 

m a :

Nas condições de trabalho a quantidade de glucose 1 ib_e 

rada na reação e proporcional ao tempo de incubação e 

a concentração de enzima.

A linearidade da glucose liberada relativamente ao tem 

po de incubação e sua proporcionalidade relativa ã coji 

centração de enzima estão mostradas nas Figuras 8 e 9, 

respectivamente.

CB
*0 
-CB

4)
ng ezsh

o
0
3
01
o
■D
m  
4)

o 
E

O 15 30 60 90 120

tempo (minutos)
FIGURA 8 : Linearidade da glucose liberada em função do teinpo -s 

de incubação. Mistura de reação: 2 micromoles de tam
pão acetato pH 5,0; 2 micromoles de trealose e 0,02ml 
de enzima num volume final de 0,05ml. À mistura foi - 
incubada nos. diferentes tempos e a glucose liberada - 
foi determinada pelo metodo de Somogyi-^Nelson (.MaterjL 
al e m e t o d o s ).
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FIGURA 9: P roporcionalidade da glucose liberada em relação a - 
concentração de enzima. Mistura de reaçaos 2 micromjo 
les de tampão acetato pH 5,0; 2 micromoles de trealo 
se e diferentes concentrações de e n z i m a 0 A mistura -- 
foi incubada por 60 minutos e a glucose liberada - 
foi determinada pelo método de Somogyi-Nelson (Mate­
rial e M é t o d o s ) •
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Estequiometria da reação

Como esta representada na figura 10, cada micromole de 

trealose produz dois micromoles de glucose. Os resultji 

dos obtidos indicam a presença de somente uma ativida­

de hidrolTtica para a trealose, eliminando-se a possi­

bilidade de uma atividade fosforolTtica.

tempo (h o ra s)

FIGURA 10;E s t e q u i o m e t r i a da reação catalisada pela tréalase de 
F.megis t u s . A mi s t u r a  de reaçao continha: 6 m i c r o m o ­
les de tampão acetato pH5,0; 7,5 micromoles de trea ­
lose e 0,06ml de enzima, num volume final de 0,15ml. 
A mistura foi incubada a 379C nos tempos indicados, 
e a glucose liberada, foi determinada em alíquotas - 
pelo método de S o m ogyi-Nelson (Material e M é t o d o s ) . 
Os resultados foram referidos ao volume total de in­
cubação.
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Dentre os sais ensiados foi verificado que o Ca+ + ,Mn+ + , 

Cu++ e Fe+++ tem uma influencia negativa sobre a ativi­

dade enzimãtica da trealase dé P.mégistus, inclusive 

bem maior do que a verificada quando a hemolinfa era eii 

saiada, o que esta mostrado na tabela V.

T A B E L A V

Efeito de reagentes inorgânicos sobre a trealase dé P.mégistus

Efeito dé cãtioris sobre a t r e a l a s e  d~é P.megistus

. R E A G E N T E S "  % D t . '.ATLV rJDA.DE- ’ '

Controle i ã o

MgCl 2 I Q Q

CoCl 2 1Q0

MnCl £ 92

CaCl 2 79

CuCl 2 7 a

FeCl 3 63

Sistema de reaçao: 2 micromoles de tampão acetato pH - 

5*0; 2 micromoles de trealose; 0,Q2ml de enzima, q u a n ­

tidades. acima mencionadas de sais num volume total de 

0,05ml. Foi incubado a 37ÇC por 1 hora e a glucose lit* 

berada foi determinada pelo método de S o m ogyi-Nelson - 

(Material e Métodos),
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0 efeito da concentração de substrato sobre a reação

catalisada pela trealase de P.megi stus foi ensaiada em

pH 5,0. Foi obtida uma tTpica relação Michaelis-Menten
- 3e o valor de Km encontrado foi 1,35 X 10 M. 0 valor

de Km encontrado e diferente dos determinados por Saito
-4(33) para B.mori (4,7 X 10 M), por Friedman (50) para- !—  _;

P.regi na (6,7 X 10 M) e por Lefebvre e Huber (35) para 

A„meTl i fera (.1,6 X 10“^M). Duve (39) achou um Km da or- 

dem de 10"^M para trealase de Calliphora érythrocéphala , 

que coincide com o km determinado neste trabalho. Na 

FIGURA 11 estã mostrado o diagrama da representação grã 

fica da experiência em questão.

FIGURA 11: Réprésentáção dé Liriéwéaver e Burk dá r e l a ç a o - eritre 
A concéiltraçao dé s ü R s trato e a atividade trealasi- 
slca de F . m é g t s t u s , A m i s t u r a  de reaçao foi. a m e ama 
descrita em Material e Métodos,
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Dos substratos ensaiados para a verificação da especi­

ficidade da trealase de P. megistus somente a trealose 

mostrou atividade. Sob as condições normais de traba­

lho não foi possível constatar a hidrólise de Celobio- 

se, Maltose, Sacarose, Lactose, Turanose e Rafinose. - 

Todos em concentrações iguais ã da trealose (20mM). 

Estes resultados são similares aos;obtidos por Fried? 

man para P.regiria (50). Lefebvre e Huber (_35) determi­

naram em suas preparações presença de atividade de sa- 

carase, a qual era difícil de separar da atividade trea^ 

lãsica.

tstabi Tidàdé da Enzima

A trealase de P.megistus mesmo depois de purificada, - 

mantera-se por pelo menos 3 meses sem perda sensível de 

sua atividade, quando estocada a - 159C . A enzima supo£ 

ta o congelamento e descongelamento sem modificar sua- 

atiyidade.

Estimativa do piso molecular

0 peso molecular da trealase de P.megistus foi estimado 

ser em torno de 60.OQ0, usando coluna de Sephadex G-100, 

tomando por base os padrões de proteínas uti 1 izados. (M<i 

terial e Métodos).

0 peso molecular estimado para a enzima de p.megistus - 

(Figura 12), corresponde aos encontrados para F.régina- 

(49.) e Blaberus discoidalis (60.). As trealases isoladas 

de Drosophila méTariogaster (.36), Apís méTTíféra (35,43 ) 

e MeToTontha vulgaris (34) apresentaram um peso molecu­

lar em torno de 100..QQQ.
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pêso m o lecu la r

FIGURA 12:Peso molecular da trealase de P.megistus determinado 
em coluna de Sephadex G — 100, com 2,5 cm de diâmetro 
por 65cm de altura. 0 vol u m e  da amostra foi de 5ml.
A enzima* foi eluída com tampão fosfato de sõdio 0,02 
M, p H 6 ,0. 0 fluxo do eluente foi de 5 gotas por minu 
to.
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Dois fatores concorrem para a caracterização da tempe­

ratura Õtima (To) da enzima: a temperaturas maiores do 

que a To, o coeficiente de inativação térmica e maior' 

que a taxa de incremento de velocidade. Abaixo da To - 

prevalece a taxa de incremento de velocidade (74). Deve 

ser ressaltado que se entende por "taxa de incremento - 

de velocidade" uma combinação de dois fatores: a energi_ 

a de ativação propriamente dita, e o aumento da veloci­

dade.

A FIGURA 13 mostra que, aplicando-se a equação de 

Arrhenius para as duas fases de reação, isto é; ativa­

ção e inativação térmica, fica evidente que o ponto de 

intersecção das duas retas deve indicar a temperatura - 

Õtima da reação. Esta temperatura obtida assim como su­

gerida, mostrou ura valor de aproximadamente 469C, ou s£ 

ja, com um desvio de 10% da obtida experimentalmente - 

pelo outro método. Esta diferença pode sugerir uma idé­

ia quantitativa da consistência das rètas obtidas, e 

por conseguinte, dos parâmetros determinados.

A energia de ativação E*, calculada a partir do coefic^ 

ente angular da reta, ou seja -E*/2,3R, é aproximada­

mente 30 kcal/moi. Em geral, segundo Sizer (72), a ene£ 

gia de ativação oscila entre 40 e 100 kcal/mol, existiji 

do porém valores mais baixos, como por exemplo, 5kcal/ 

mol (.75).

A e n t a l p i a A H *  pode ser calculada em várias temperatu­

ras, enquanto E* permanece constante. Para alguns trabj* 

lhos relacionados cora a trealase de insetos, foram cal­

culados alguns parâmetros termodinâmicos, para os quais 

seria interessante uma confrontação: para a trealase de 

Bombyx mori (.33), E* foi estimada em aproximadamente 

a,4 kcal/mol, para uma preparação enziraatíca e de a,7 - 

kcal/mol para outra preparação. Para trealase dé BTabe-

Estudo termodinâmico da reação
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rus discoidalis, a energia de ativação foi calculada - 

como 15 kcal/mol e apresentou aparentemente a mesma tem 

peratura de transição» ou seja 429C (60).

y x i o 3

FIGURA 13:A figura acima most r a  um "plot" de Arrh_enius, para a 
hidrólise enzimãtica da trealose, onde T e^a tempera
tura abs.oluta C9K.) » V a velo c i d a d e  de reaçao em m i ­
cromoles de glucose/hora. A curva A (-o-o-i represeri 
ta a ativação da enzima, e a curva B (/-•-•-•) se refe
re ã fase de d e s n a t u r a ç a o .



36

0 Q 1q da reação, extraído de valores de velocidades tonrn 

das em duas temperaturas diferentes segundo a relação:

e estimado como sendo 1,6. E bastante coerBnte para rea  ̂

ções enzimãticas, para as quais este valor oscila em - 

tôrno de 2 (72).

Com respeito aos resultados apresentados, devem ser re£ 

saltados os seguintes pontos: a preparação enzimãtica - 

não homoginea, não apresenta concomitantes que possam - 

interferir coro a reação principal. Segundo Smith (76),a 

reta obtida segundo Arrhenius, sem pontos de descontin^j 

idade, ou seja, alterações na sua inclinação, indica a 

não existência de reações paralelas que possam alterar 

a velocidade da reação.
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S U M Ã R I 0

Heraol infa

A atividade trealãsica da hemolinfa de ninfa de 59 eŝ  

tãgio dé P. megistus foi determinada e s.e apresentou 

sensivelmente aumentada depois de aquecida a 529C du­

rante 1 minuto. Apresenta um mãximo de atividade numa 

faixa de pH entre 3,2 e 5,8. 0 valor de Km encontrado 

para a reação foi da ordem de 2,9 X Í O ^ M .  CaCl2 e 

MgCl2 provocam uma inibição pouco significativa, em - 

sua atiyidade trealãsica.

Inseto Inteiro.

Trealase foi purificada cerca de 88 yezes a partir de 

homogenados de P.megistus cromatografando o Extrato - 

Bruto dialisado em coluna de DEAE-^cel ul ose. As frações 

ativas foram juntadas, concentradas com Carbowax e pa£ 

sa.das em coluna de Sephadex G~100. As frações de maior 

atividade foram utilizadas para determinação das pro­

priedades da enzima. Máximas atividades foram obtidas- 

quando o sistema de reação foi incubado em pHs em tor­

no de 5,0.

Nas condições de trabalho a quantidade de glucose 1 ibje 

rada na reação foi sempre proporcional ao tempo de in­

cubação e a concentração de enzima. Foi determinada a 

estequiometria da reação: cada micromole de trealose - 

produziu dois micromoles de glucose.

Foi verificado que Ca+ + ,Mn+ + , Cu++ e Fe+++ tem inf 1 uejn 

cia negativa sobre a atividade enzimãtica.

Dentre os substratos ensaiados, o único hi.drolisado p£

la enzima foi trealose. 0 valor de Km encontrado foi -
- ̂  - 

1,35 X 10 M. A trealase dé P.megistus se mostrou esta
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vel quando aquecida ate 549C por 1 hora; em temperatu­

ras mais elevadas começa a sofrer desnaturação pelo 

calor, o que ocorre a 609C„ A enzima manteve-se ativa 

por m ais de 10 meses, quando estocada a -159C. A ener­

gia de ativação para a reação da trealase foi determi­

nada ser de 30 kcal/mol. Seu peso molecular foi estima^ 

do ser em torno de 60.OQÍ0, em coluna de Sephadex G-100.
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