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

INTRODUCAO

A historia da descoberta da trealose remonta ao seculo passado’
”quando, na Exposigao Intérnacidnal.de Paris, em 1855, foi exi-
‘bida uma'co1e950 de produtds farmaceuticos orientais. Entre os.
mesmos, foi exposta amostra de um composto originario da Siria,
'“Trehala", obtido de insetos e que no oriente era usado como -
produto’ farmacéutico. )

,As’primeiras noticias com respeito a trealose surgiram no cen§
rio mundial com as publicagboes de tres eminentes pesquisadores
da epoca. Berthelot publicou uma serie de trabalhos: "Sur di-
verses matiéres sucree",”Sur le trehalose, nouvelle espece de
sucre" e "Nouvelles recherches sur les corps analogues au Ssu-
cre de cane" (1,2,3).

Guibourt (4), em 1858, apresentava na Academia de Ciéncias de
Paris um relato sobre a "trehala" usada no oriente: "Notice -
sur gne'matiére Phamaceutique nomé le Trehala, produite par un
insecte de la famille de charangons”. No ano seguinte, Hanbury
(5) publicava na Ihglaterra "Note on two insect-products from
Persia”, um deles sendo a “trehala".

Berthelot chegou a comentar em seus trabalhos a similaridade -
do agﬁcar_qué havia descoberto com o "mycqse“, isolado de um
fungo que atacava o centeio, descrito por Wiggers em 1832(6) e
por Mitscherlich-em 1858 (7). Mais tarde os dois agucares fo-
ram determinados serem identicos e a nomenclatura proposta por
Berthelot (trealose) foi a que prevaleceu.



02

Mesmo depois dos trabalhos de Leibowitz em 1934'e 1944 (8,9) -
em que foi isolada a trealose de excregées secas de insetos, a
Tntima relagdao deste agucar com este tipo de -animais ainda n3o
havia sido referida. Somente maislde dez anos depois comegaram
a aparecer indicacoes de que os insetos eram possuidores de um
agucar muito particular, determinado ser a trealose por tres -
grupos diferentes de pesquisadores: Wyatt e Kalf, 1956 e 1957

(10,11); Howden e Kilby em 1956'(12) e Evans e Dethier em 1957
(13).

v

A trealose o agucar mais caracterTstico da hemolinfa de muitos
insetos, ( @=-D-glucopiranosil -o D-glucopiranose) Wyatt, 1967

(14), e um dissacarideb simétrico de glucose que n3ao tem pro-

priedade redutora por serem ambos os atomos de carbono anoméf

rico das unidades de glucose ligados entre si por ligagao g]ﬁL
cosidica. Normalmente, mais de 0,5% dos acucares totais estdo

contidos na hemolinfa dos insetos. Em varios deles a trealose

& encontrada em altas concentragoes (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) nao encontraram trealose na hemolinfa das -
especies que estudaram, mesmo em diferentes estagios de desen-
volvimento. Randall e Derr (21) em 1965 determinaram a presen-
¢a do dissacarfdeo em todas as especies estudadas, embora re-

sultados negativos tenham sido encontrados em algumas fases
do desenvolvimento. |
Na musculatura, principalmente em musculos responsaveis pelo

voo, este acucar & tambem encontrado. Em Locusta migratoria, a

concentragao do dissacarideo apos o voo, e significantemente
reduzida, (Bficher e Klingenberg, 1958) (22). Estudos seme]hah-
tes foram realizados em Periplaneta americana por Polacek e -
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e Kubista, 1961 (23), em Phormia regina por Cleeg e Evans, -
1961 (24), Sacktor e Wormser-Shavit, 1966 (25) e em Musca domes
tica por Srivastava e Rockstein, 1969 (26).

Cleeg e Evans (24) trabalhando com Phormia regina, determinaram
que havia uma Tntima relacao entre a concentragao de trealose -
da hemolinfa e a frequencia de batimento das asas do inseto.

Em 1966, Sacktor e Wormser-Shavit-(25) encontraram um sensivel
desnivel na concentragao da trealose da hemolinfa durante o -
voo da Phormia regina. A concentracao deste dissacarideo caVa
abruptamente nos primeiros cinco segundos, continuando a baixar
de maneira menos violenta ate os trinta segundos e este nivel -
de consumo de trealose continuava a baixar com menos intensida-
de com a continuagao do voo. Os referidos pesquisadores postula
ram que estas diferengas de niveis ocorriam porque, primeiramen
te era consumida com alta intensidade a trealose muscular e de-
pois dos trinta segundos de voo era entdo utilizada a trealose

da hemolinfa.

Na mesma época em que a trealose foi determinada em insetos, -
Fairbain e Passey em 1957 (27) descobriram a ocorréncia deste -
acucar em Ascaris e em outros invertebrados pertencentes a ou-
tros fi-los (28).

Segundo Myrbdck, 1949 (29) a trealose pode ser encontrada em -
fungos e algas. Kandler e Senser, 1965 (30) descreveram seu apa
recimento em algumas pteridofitas. '

A utilizac3o da trealose por insetos depende de uma enzima he-
drolitica especifica denominada trealase, ( a- o - Glucosideo -
1-glucohidrolase, E.C. 3.2.1.28) que hidrolisa aquele agucar em
duas moleculas de glucose. . '

Tréalose + H20 -------- + glucose + glucose
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Ate o presente momentn, nenhum outro mecanismo para degradar -
trealose e conhecido em insetos.

Em 1941, antes que fosse determinada a presenca da trealose em
insetos, Frerejacque (31) ja ensaiava experimentos que prova-
vam a existencia da enzima hidrolitica trealase naqueles anima
is. Procurando uma fonte razoavel da enzima este autor investi
"gou varios insetos que se alimentavam de fungos que eram sabi-
dos conter trealose. Havendo determinado trealase nestes, ten-
tou ent3ao outras especies, verificando surpeendentemente que
um grande nimero deles apresentava preparagoes com atividade -
enzimatica bem sensivel. Tambem obtinha preparacoes com ativi-
dade trealasica a partir de hemogenados de cabegca, torax e ab-
dome de um co1§optero que atacava batata. Usando estas prepara
¢c0es, a trealose era hidrolisada mais rapidamente que sacarose
e maltose. Observou ainda que o pH otimo para esta enzima esta
va em torno de 5,8.

Somente a partir de 1954 recomegaram a ser publicados trabalhos
sobre a trealase de insetos, Alguns pesquisadores trabalharam'

com preparagoesde insetos inteiros, Kalf e Rieder 1958 (32); -

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 so
Tuvel & encontrada no intestino e hemolinfd (35,36), entretan-
to outro tipo, que estE_associadb a fracOes particuladas, € en
contrado em misculo (37,38 ,39,40). No tubo digestivo e onde -
se encontra trealase com mais alta atividade enzimatica. Em -
1954, Duspiva (41) isolando trealase de glandulas salivares e
intestino de varias especies de afideos, observou que a enzima
exibia maior atividade frente a trealose do que ante sacarose,
que era.o agucar que predominava em sua dieta. Pefryszyn e -
Szarkowska, 1959 (42) encontraram uma alta atividade de enzima
no intestino da lagarta de Celerio euphorbiae . '
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Recentemente em']9755 Talbot e Huber (43) isolaram e purifica-
ram parcialmente trealase intestinal de Apis mellifera.

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

parentemente com a finaTidade de evitar perda de trealose, que
sendo nidrolisada em duas moleculas de glucose, e facilmente -
difundida atray€s da parede intestinal para a hemolinfa e cor-
po gorduroso; onde a tréalose seria ressintetizada, evitando -
assim a sua perda pela excregao intestinal (44).

Ehrardt em 1962 (45), observou que alguma quantidade de trealo
se era encontrada ocasionalmente no mel 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-
rae; Derr e Randall, 1966 (47) em Melanoplus differentialis; e
em Schistocerca gregarfa, por Evans e Payne, 1964(48).

Em trabalho recente,'Friedman (49) determinou. que a trealase
de Phormia regina nao era eletroforeticamente ou cineticamente
.homogenea e Que'parecia existir dois tipos da enzima. Uma iso-
enzima A que era restrita ao intestino e hemolinfa e umai)soen
zima B que ocorria na cabeca e musculos do inseto.

Varios trabalhos tem sido publicados mostrando a presenga ' da
trealase na hemolinfa de insetos. Os primeiros pesquisadores a
descreve-la foram Howden e Kilby (12). Friedman em 1960 e 1961
(50,51) realizou experiéncias interessantes com especies adul-
tas de Phormia regina, verificando que quando se aquecia hemo-
Tinfa a 609C duraﬁte 1-3 minutos a atividade da enzima aumenta
va sensivelmente. O meSho era verificado com a adig¢ao de EDTA,
0 que mostrava nescessitar a enzima de um metal divalente, pro
vavelmente Mg**. A hipotese de Friedman e a de que existiria

na hemolinfa uma protéina ou lipoproteina bloqueando ou inibin
do a atividade trealasica, que apos aquecimento a 609C era sen
sivelmente aumentada. Uma‘expliZaggo para este fenomeno seria
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a possivel desnaturagao do inibidor:pelo aumento de temperatu-
ra.

Algumas mudangas na atividade da trealase da hemolinfa durante
o cielo de ecdises foram observadas por Duchateau - Bosson et
al (52), Estes autores determinaram que durante as mudas, en-
quanto o nivel de trealose baixava o de glucose era elevado -
sensivelmente. Este fato, que ja havia sido descrito por Flor-
kin (53) e por Wyatt e Kalf (10) ndao foi documentado com dados
quantitativos. Estes desniveis foram interpretados como sendo
uma desinibi¢ao fisiologica da trealase da hemofinfa, assim -

9 .
e¢estg Vi@

- . ) . he -
sendo a glucose apareceria quando fosse;para processos de sin-
tese como,por exemplo, na formagao da quitina pela epiderme e
da seda pelas glandulas da seda, experiencias citadas por Flor

kin e Jeuniaux (54).

Na lagarta do bicho da séda Samia cyntia ricini, Chang et al.,
1964 (55), obsérvaram’quevquando ensaiavam diretamente a hemo-
linfa extra7da nos estagios de muda, e no per7odo de pupagdo,a
trealase mostrava-se ativa, o mesmo no acontecendo durahte 0
periodo dealimentagao para o crescimento.'Quando submetida ao
aquecimento, ou em presenga de EDTA, conforme demonstrou Fried
man em Phormia regina (51), ocorria um aumento na atividade -
trealasica da hemolinfa a qual aparecia em outras fases do. .- -
crescimento do inseto, onde anterformehte nao havia sido detec
tada. Por outro lado, os mesmos tratamentos ndo surtem efeito

~quando aplicados a’hcmcgenados-dé,intestino e corpo gorduroso.

Liu e Feng (56), observaram um aumento na atividade trealasica
na hemolinfa de Leucania separata submetida a um jejum continu
0, quando ocorria tambéem uma concomitante queda nos niveis de

_trealose.

Pelo que foi apresentado.ate agora conclui-se que a presenga -
da trealase na hemolinfa parece ter a finalidade de produzir -
glucose para os processos de sintese em tecidos que nao tem ca
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' pacidade de utilizar a trealose diretameﬁte.

Outro tipo de trealase, associada a fragoes particuladas, foi -
determinada por Sacktor em 1955 (57) em misculo de vdo de Musca
domestica. Pelos estudos de Hansen:(58); Reed e Sacktor:(59);
Gussin e Wyatt (38) ¢ de Gilby et al., 1967 (60), sabe-se atual
mente que 25% da atividade total da trealase do musculo estd na
forma soluvel. Segundo Friedman e Alexander (61) a trealase so-
1dvel encontrada no misculo de Phormia regina, & eletroforetica
mente diferente da trealase encontrada na hemolinfa.

Em Sarcophaga barbata, Clements et al.(62) encontraram uma trea
lase mitocondrial. Reed e Sacktor (59), mais recentemente, de-
terminaram a localizagdo ultraestrutural da enzima em ‘mitocdn-
dria de misculo de voo de Phormia regina, execu;ando um sub—frg
cionamento das membranas mitocondriais,Vmedindo'nestas a distri .
buicdo da atividade trealdsica. Devido 3 dificuldade de obten-
gao de boaspreparagoes onde as membranas interna e externa esti
vessem separadas, tem sido de fato d1f1c11 aos pesqu1sadores a-

- firmar a real 1oca11zagao da trealase. Entretanto a h1potese de
que esta- enz1ma esteJa situada na membrana 1nterna da m1tocon-

dr1a e a que tem preva]ec1do.

0 real. mecanismo de contro]e ‘da atividade. trealasica durante -
as fases de repouso-voo tem sido exaust1vamente estudado sem -~
ser alcangado o sucesso esperado° '

A trea]ase de musCu]Os:toraxicos de virias especies de{baratas,
gafanhdtos e borboletas noturnas podem ter sua atividade enzima
tica varias vezes aumentada pela agao de agentes fisicos ‘e qui-
" micos como por exemplo, congelamento e desconge]amento rapidos,
uso de detergentes e adicao de enzimas lipoliticas, que tendem

a romper a estkutura 1ipoproteicd'das paredes (38 46,60,63).

Gilby et al., (60) Gussin e Wyatt, 1965 (38) traba]hando comg -
mosca domest1ca e duas espec1es de mosca varejeira, 1gua1mente
. constataram que o conge]amento e desconge]amento nao provocavam
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nenhum ‘aumento na atividade da trealase. Vaughan et al., 1973
(64) determinaram que a adigcdo de Tons Ca nao apresentavam ne-
nhuma inf]uénciavsobre a atividade da enzima de muculo de Sar-
cophaga barbata e Bombus hortorum.

Reed e Sacktor (59) demonstraram due a trealase do musculo de ¥
voo de Diptera estda localizada na mitocondria, provavelmente na
superficie externa da membrana interna daquela particula celu-

lar.

0 trabalho aqui apresentado determina a ocorrencia da atividade
tralasica em hemolinfa e corpo inteiro de Panstrongylus megis-

tus. Estudos foram realizados visando a purificacao da enzima e
a determinagao de algumas de suas propriedades fisicas e quimi-

cas.
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MATERTAL - METODOS

Insétos

O0s insetos da Ordem Hemiptera, Familia Reduvidae, Géng
ro Panstrdngy]us,.Espécie megistus foram gentilmente -
cedidos pelo professor Antonio Mario Borba do Departa-
mento de Patologia Basica da Universidade Fereral do -
Parana. Para a realizagdo deste trabalho foram utili-
zadas ninfas de 59 estagio e a treé1ase estudada foi -
obtida de duas fontes: hemolinfa e corpo inteiro.

Condigcoes de criacgao

Os insetos foram criados em laboratorio, mantidos -em -
frascos de plastico com 12 cm. de base por 20 cm. de -
altura tendo a abertura coberta com tela para permitir
boa aeragao e facilitar a alimentag3do. A temperatura -
da sala de criagdo foi mantida em torno de 279C. Sendo
insetos hematGfagos a alimentacdo foi feita em galinhas,
em intervalos de trés (3) dias. |

Reagentes quimicos
Glucose-oxidase, peroxidase, o - a - trealose anidra,

e outros acgucares utilizados, soro albumina bovina e
DEAE-celulose foram adquiridos da Sigma Chemicals Com-
pany. Os demais reagentes quimicos utilizados no presen
te trabalho foram produtos puros e adquiridos de fon-
tes'comerciais daimais alta confianga.

MEtodos analTticos
G]ucdse’foi dosada em hehd]infa, pelo meétodo colorime-
‘trico da glucose-oxidase (65), modificado por Sols et
al., (66) e nos demais casos pelo método de Somogyi -
(67)e Ne]sdn (68). A determinacao de monossacarideos -
redutorés em presenca de‘oligossacaereos redutores -
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foi realizada utilizando o metodo de Caputto, Leloir e
Trucco (69). DEAE-celulose foi preparada de acordo com
o método de Sober et al., (70). ProteTnas foram deter-
minadas pelo meétodo de Lowry et a].,(71) e as densida-
des oticas foram medidas em espectrofotometro Colleman
Jr. Todos os ensaios foram feitos em duplicata .e acom-
panhados de um tubo contkﬁ]e, sem.treaTose, que era a-
dicionada apds a reagao ser interrompida pela adigdo -
de reativo de Somogyi. '

EXTRACAO E. PURIFICACAO DA ENZIMA ' ,

Extracao da hemolinfa

VErias tentativas foram feitas para extrair a hemolinfa
dos insetos utilizados no presente trabalho. Primeira-
mente tentou-se coleti-la apos anestesia-los com cloro-
formio 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-
c3o, apds decapitacdo ou remogao. de uma das pernas, mos
trou-se ineficaz, uma vez que pela forga centrifuga par
te do conteldo do tubo digestivo era coletado junto com
‘0 17quido desejado. Foi tentado ainda obter hemolinfa -
fazendo uma perfuragao no abdome do‘inseto, logo abaixo
do escutelo, entretanto o'material coletado com auxilio
de uma,hicro-séringa graduada, nao era suficientemente.
puro para o desenvolvimento do trabalho, pois era fre-
quente a perfuracgao do intestino. 0 metodo que surtiu -
" melhor efeito foi o de seccionar um doszespinhos da por
¢ao anterior e lateral do pronoto, por onde a hemolinfa
era cd]etada,cqm auxilio de um tubo capilar de 0,1cm de
diametﬁb pbr T4cm ‘de altura. Antes da operagao os inse-
_tos eram conservados por dez(10)minutos EItemperaturaA-
de 496 para evitar movimentacdo excessiva. Na execugao
do trabalho n3o foi levado em consideracdo o tempo apds
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a 4a. ecdise e sim:o periodo pos alimentar do inseto -
que foi de tres(3) dias. 0 volume meédio de hemolinfa -
retirado de cada inseto foi de 60(sessenta) microli- -
tros. Apresentava-se com coloragao amarelo citrino, éi
curecendo com o tempo, chegando a cOr negra quando em

contacto com o ar, mesmo na temperatura de trabalho, -
entre 2 - 42C. Apos retirada a hemolinfa os insetos -
‘eram conservados a~159C para uso posterior, sem perda

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

80 insetos (ninfas de 59 estEgios) sem hemolinfa e sem
intestino (18gr), foram triturad8s em .gral gelado con-
tendo 65gr de areia do mar préviamente tratada. 0 mace-
rado foi suspenso em 35 ml. de agua destilada e centri-
fugado & 10.000 X g por 30 minutos em centrifuga refri-
gerada International, Modeélo PR,.0 estrato livre de ce-
Tulas (48ml1) foi dialisado durante uma noite contra a-

gua a 490C.

10 ml,dOVQXtrato 1ivre:de celulas, dialisado, contendo
375mg de proteTnas, foram aplicadas a uma coluna de -
DEAE-celuldse com capacidade de troca de 0,98 mEq/g¥,-
com 1,3cm de diametro por 19cm de altura, préviamente

equ111brada com tampao fosfato de sodio 0,01 M,pH6,0.A
enzima. foi eluTda com a mesma solugao tampdao num.fluxo
de Iml. por minuto e fragoes de 5m1 foram coletadas em

coletor de fragdes Beckman, modéelo 132, com unidade de
refvﬂﬂeragao Beckmam, mode]o 133, '

Filtragao em Sephadex G-100
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As frégBes que apresentaram maior atividade foram reuni.
das (20m1) e concentradas com Carbowax (Union Carbide -
Chemicals Company) até 1,62m1. A solugao enzimatica -
(1,62m1) foi aplicada em uma coluna (2 X 73cm) de Sepha
dex G-100 (Pharmacia-Upsala), equilibrada previamente -
com tamp3o fosfato de s6dio.0,02 M, pH 6,0. A enzima -
foi eluida com o mesmo tampao e fragoes de 7,0 ml foram
coletadas em coletor de fragoes Beckman.

As fracoOes de maior atividade foram reunidas e usadas

. -~ - -« . -« .
para determinagcao de suas propriedades fisicas e quimi
cas. ' ‘

Sistemas de reacao

Para a pesquisa da trealase na hemolinfa, a nao ser

quando indicado’né texto, a mistura de incubagao era
constituida de 40 micromoles de tampao acetato pH 5,0;
2 micromoles de trealose e 0,02m1 de hemolinfa, num vo-
lume: total de 0,5m1. A mistura incubada durante 30 minu
tos @ 379C. A reagao foi parada por aquecimento ém ba-
nho de agua fervente por 2 minutos, o precipitado foi -
separado pbr centrifugagao e a glucose liberada na solu
c3o sobrenadante foi determinada pelo método colorimé-
trico da -glucose-oxidase. A cor desenvolvida foi deter-
minada“em espectrofotometro Coleman Jr. 3 430nm. Para o
estudo da trealase do inseto inteiro a nio ser quando -
indicado no texto, a mistura de reagdo continha 2 micro
mo]esudé,tampio acetato, pH 5,0; 2 micromoles de .trealo
se e'0;02 ml de ehzimaxnum volume final de 0,05ml. A mis
tura foi incubada por 30 minutos @ 379C. A reagdo foi -
pafada.pdr aquecimento, em banho de agua fervente por 2-
minufos e b precipitadb foi removido por centrifugacgao,
) sobrenadahté foi testado pelo metodo de Somogyi-Nel-
son,'bara agucares redutokes. A cor desenvolvida foi -
lida em Coleman Jdr. a 535nm. Os experimentos de etapas
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de purificagao, concentragao de enzima, estequiometria,
efeito de reagentes inopganicos, especificidade pelo -
substrato e estimativa do peso molecuar, foram realiza-
dos com enzima purificada. Foram desenvolvidas experiéﬂ
cias para comprovar o comportameﬁto dos tampOes -
McIlvaine e acetato, sendo verificado que ambos se mos-
traram satisfatorios para os estudos da trealase de he-
molinfa e do inseto inteiro.

‘Atividade Enzimatica

A atividade enzimatica foi determinada pela quantidade-
de glucose liberada durante a hidrolise da trealose e a
unidade de enzima foi definida como sendo a quantidade

de trealgse capaz de hidrolisar 1 micromole de trealose
por -hora, a 370QC. ‘ | |

Estudo Termodinamico da'Reagio

Para a avaliagao dos parametros termodinamicos foi ela-
borado um grafico de Arrhenius (72), através dos dados
obtidos na éva]iaggo dd‘temperatura otima (To). A ener-
gia de ativagao da reagao (E*) foi avaliada a partir do
coeficiente angular da reta obtida, quando se plotou o
logaritmo das ve]oc1dades, contra o inverso das tempera
turas absolutas (9K), segundo a equagao:

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

onde V @ a velocidade maxima, E* @ a energia de ativa=
cao da reagao, R & a constante dos gases ( —2cal/mol) -
‘e T e a temperatura na escala absoluta.

A entalpia de forhagio do complexo enzima-substrato -
(H*), foi estimado segundo a relacao abaixo:
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A H* = E* - RT

Outro parEmetro, Q]O’ definido como a re]agﬁo entre as
maximas velocidades da reagao, as temperaturas absolu-
tas t et + 10, (73) foi calculado por simples interpo-
lagao da reta obtida segundo Arrhenius (72). |

'RESULTADOS E DISCUSSAQ

Atividade Trealdsica da Hemolinfa

Efeito do aquecimento previo

Confirmando o verificado por Friedman (51), quando com-
provou a presenca de um ageﬁte.inibitErio da atividade-
trealasica da hemolinfa de Phormia regina, que era des-
truido pelo aquecimento, foi verificado que a hemolinfa
de P.megistus também sofria a influencia da temperatura,

com relagao a sua capacidade de hidrolisar trealose. -
Foi determinado que a-atividade treé]gsicé 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 presenca de um agente inibitdrio que pode ter
sido desnaturado sob a acao do calor. A atividade trea-
lasica 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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TABELA I

Efeito do aquecimento prévio sobre a atividade treala-
sica da hemolinfa de P.megistus.

TEMPERATURA MICROMOLES DE GLUCOSE .LIBERADA/HORA .
379 0,321
520 0,878
550 0,764
6009 0,764
Sistema de reacao

Efeito d

40 micromoles de tampao acetato, pH5,0; 2 micromoles de
trealose e 0,02 ml de hemolinfa, num volume tdta] de -
0,5ml. Foi incubado por 30 minutos a 370C e a glucose -
liberada foi determinada pelo metodo da glucose-oxidase
(Material e Metodos).

0 pH

0 efeito do pH sobre a hidrolise da trealose foi deter-
minado usando tampao McIlvaine (acido citrico 0,IM e -
NazHPO4 0,2M) em pHs 3,2; 3,63 4,0; 4,63 5,23 5,8; 6,13
6,9. 0s resultados obtidos nao estao de acordo com os -
encontrados por Friedman (50) que determinou ser em pH
5,6 que a trealase de hemolinfa de Phormia regina apre-
sentava maior atividade. Com hemolinfa de P.megistus a




16

faixa de pH entre 3,2 e 5,8 mostrousse ser onde havia -
maior atividade enzimatica (Figura 1).
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FIGURA 1: Efeito do pH sobre a atividade trealasica da hemolin
fa de P.megistus. Mistura de ragao: 40 micromoles de
tampao, nos pHs acima indicados, 2 micromoles de tre
alose e 0,02ml de hemolinfa, num volume final de =
0,5ml. Foi incubado por 60 minutos a 379C e a gluco-
se liberada foi determinada pelo metodo de Somogyi-
Nelson (Material e Metodos).
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Efeito do tempo de incubacao

A influencia do tempo de incuba¢3do nos ensaios pafa a
verificagao da atividade trealasica da hemolinfa de -
P.megistus foi determinada. 0 sistema de reacao ja des
crito foi incubado a 379C durante diferentes tempos -
(Tabela II) e foi eleito o tempo de 30 minutos, levan-
do em consideragao que nesse periodo a quantidade de -
trealose hidro]iSada era suficiente para ser determi-

nada, sem discrepancias, pelos métodos usados.

TABELA I I

Efeito do tempo de incubag3ao na atividade trealasica -
de hemolinfa de P.megistus. o

v

TEMPO EM )
MINUTOS MICROMOLES DE GLUCOSE LIBERADA
Hemolinfa sem Hemolinfa aquecida
aquecimento . _ 1 minuto a 520QC
15 0,22 | | 0,33
30 0,30 : 0,58
60 0,68 ' 1,18

A mistura de reagao foi a mesma descrita em Material e
Metodos.



A quantidade de trealose hidrolisada pela trealase que
contém na hemolinfa @ proporcional a concentracao des-
ta Ultima. Isto foi verificado na experiéncia represen
tada na FIGURA 2, onde foram usados volumes de hemolin
fa que variavam de 0,01 ate 0,1 ml.

Humoles de glucose liberada

005
ml| de hemolinfa

FIGURA 2: EFEITO DA CO'NC'ENTRAQKO DE HEMOLINFA

' Mistura de reagao: 40 micromoles de tampao acetato -
PH 5,0; 2 micromoles de trealose e quantidades acima
indicadas de hemolinfa, num volume final de 0,05ml.
Foi incubado por 30 minutos_a 379C e a glucose libe-
rada foi determinada pelo metodo da glucose-oxidase
(Material e Metodos).
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Efeito da Concentracao do Substrato

0 efeito da concentragao do substrato sobre a atividade
trealasica da hemolinfa de P. megistus foi determinado-
com hemolinfa pre-aquecida a 529C. 0 efeito do pré-aqug
cimento da hemolinfa sobre sua atividade trealasica es-
ta mostrado e discutido na pagina 14.

A atividade trealasica da hemolinfa apresenta um compor
tamento cinetico segunde~Michaelis-Mehten, com relagao
a variagao da concentracao de trealose. 0 valor de km -
obtido usando hemolinfa nao purificada foi igual a -
2,9 X 10”%M (FIGURA 3).

FIGURA 3: Representagao de Lineweaver-Burk da relacao entre a
concentragao de substrato e a atividade trealasica da
hemolinfa de ninfas de 59 estagio de P.megistus.A mis

tura de reagao foi a mesma descrita em Material e Me-
todos, variando as concentragoes de trealose. '




20

Efeito de reagentes inorganicos sobre a atividade trealasica da
hemolinfa

0 efeito de alguns reagentes inorganicos sobre a ativi-
dade trealasica da hemolinfa de P.megistus esta resumi-
do na TABELA III. A experiencia mostra que somente o -
cloreto de calcio e cloreto de magnesio provocaram ini-
bigao pouco significativa, enquanto que o cloreto de -
manganes e cloreto ferrico apresentaram uma porcentagem
muito baixa de inibigao, menor que 2%. Cloreto de cobre
e cloreto de cobalto nao tem efeito algum sobre a ativi
dade enzimatica.

TABELA I 11

Efeito de alguns reagentes inorganicos sobre a ativida-
de trealasica de hemolinfa de P.megistus.

REAGENTES ) ATIVIDADE
< %
Controle 100
MnCT, 98,3
CuCl, 100
caCl, 93,2
MgC1, 94,9
CoC1, 100
FeCl, 98,3

Sistema de reacao:

Dois (2) micromoles de tampao acetato, pH5,0; 2 micromo
les de trealose; 0,005m1 de hemolinfa, e os reagentes i
norganicos acima mencionado, num volume final de 0,05ml.
Foi incubado por 30 minutos a 379C e a glucose liberada
foi determinada pelo metodo da glucose-oxidase (Materi-
al e Metodos). :
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TREALASE DO INSETO INTEIRO

Purificagao da Enzima

Varios sistemas tem sido usados para a obtencgao da trea
lase de insetos, Cada autor seleciona as tecnicas que,
praticamente, ajustam-se melhor is condigdes proprias -
de .trabalho, ao aparelhamento de que dispdoe o laborato-
rio e, principalmente, a fonte de enzima. Em Phormia re-
gina (50) foi utilizado um sistema simples de purifica-
¢ao, acoplando fracionamento do extrato bruto com alcool

e passagem da solugao do precipitado por coluna de DEAE-
celulose, Lefebvre e Huber(35) ja usaram meétodo mais so-
fisticados para-purificar trealase de Apis mellifera, -

como eletroforese de disco em gel de poliacrilamida, a-
18m de té&cnicas mais convencionais. Saito (33) passou a-
enzima simplesmente em uma coluna de DEAE-celulose, en-
quanto Guilloux, Courtois e Percheron (34) utilizaram -
sulfato de amonio e gel de alumina.

Durante a execucao do presente trabalho foram testados
varios sistemas de purificacdao e o que se mostrou mais-
eficiente foi o que esta apreSentado na Tabela IV,



TABELA

Iy

Purificacao da trealase de P. megistus
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Proteinas

Fragoes Unidades [Unidades Atividade } Purifi|Recupe|
por ml Totais mg/ml especifical cagao [ragao.

Extrato

bruto 4,00 136,0 37,50 0,106 - -
Coluna
de DEAE .
Celulose 2,20 48,0 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. 0Os resul-
tados obtidos sao semelhantes aos de Saito (33), embo-

ra apresentasse um indice de purificacao melhor que os
obtidos por Lefebvre e Huber (35) e Duve (39).
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As fragoes de maior atividade especifica reunidas apos a croma
tografia em DEAE-celulose (12ml1) foram concentradas ate 1,62ml
(Material e Metodos) e aplicadas em coluna de gel de Sephadex |
G-100, conforme foi descrito. Na FIGURA 5 estao mostrados os -
resultados obtidos, os quais. estao de acordo com os de Lefebvre
e Huber(35) p

ara Apis mellifera.
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A mistura de incubagao foi a mesma descrita em Materi
al e métodos, variando apenas a quantidade de enzima
que foi de 0,1 ml. '
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Efeito do pH

O 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 tampoes citrato-fosfato de -
McIlvaine (0,1M acido citrico e 0,2M NazHPO ) 4e acetato
de sodio 0 »2M%. ;

A flgura 6 mostra a forte dependencia da atividade enzi-
matica com a variagEo do pH de incubagdao. Maximas ativi-
dades foram obtidas quando o sistema de reagao foi incu-
bado em pHs em torno de 5,0.

© pH escolhido para o desenvolvimento das exper1enc1as
apresentadas neste traba]ho foi 5,0, o mesmo que foi uti
lizado nos trabalhos de Saito(33), Friedman(50) e -
Duve (39) para as enzimas extraidas de B.mori,P.regina e
‘C;eﬁythrocephala bespectivamehte, embora Lefebvre e Huber
determiﬁassem que o pH otimo para a trealase de A.melli-

fera era de 6,5.

FIGURA 6:Efeito do pH.
Mistura de reagao: 10
microlitros de tampao
1 McIlvaine ou 2 micro-
1 moles de tampao aceta
'~ to nos pHs indicados;
2 micromoles de trea-
lose e 0,02ml de enzi
ma num volume final
de 0,05ml. A mistura
foi incubada por 60 -
minutos a 379C e a -
glucose liberada foi
determinada pelo méto
do de Somogyi -Nelson
(Material e Metodos).
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Efeito da temperatura de incubacdo

A reagao catalisada pela trealase de P.megistus foi en
saiada em diferentes temperaturas e os resultados das -
experiencias estao representados na FIGURA 7.

o
()

°

umoles deglucose liberada

temperatura “c

FIGURA 7: Efeito da temperatura de incubacao ~
Mistura de reagao: 2 micromoles de tampao acetato, pH

5,0; 2 micromoles de trealose e 0,02ml de enzima num

volume final de 0,05 ml. A mistura foi incubada por -
60 minutos nas diferentes temperaturas e a glucose -
liberada, foi determinada pelo metodo de Somogyi-Nel-
son (Mateiral e metodos).
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ma:

Nas condicoes de trabalho a quantidade de glucose Tibe
rada na reacao e proporcional ao tempo de incubagao e
a concentragao de enzima.

A Tinearidade da glucose liberada relativamente ao tem
po de incubagdo e sua prbporcfona]idade relativa a con
centragio de enzima estiq mostradas nas Figuras 8 e Q,
respectivamente.
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FIGURA 8: Linearidade da glucose liberada em fungao do tempo =
de incubagao. Mistura de reagao: 2 micromoles de tam
‘pao acetato pH 5,0; 2 micromoles de trealose e 0,02ml
de enzima num volume final de 0,05ml. A mistura foi -
incubada nos diferentes tempos e a glucose liberada -
foi determinada pelo metodo de Somogyi~Nelson (Materi
al e metodos).
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