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ABREVIATURA E SIMBOLOS

Abs Absorbancia

Ce Graus Celsius

Cl Concentragéo inibitéria

dL Decilitro

EDTA Acido etilenodiaminotetracético
GABA Acido y-aminobutirico

g Unidade de forca centrifuga relativa
kDa Kilodalton

Km Constante de Michaelis-Menten
Mg Microgramas

mg Miligramas

pL Microlitros

mL Mililitros

MM Massa molecular

nm Nanbémetro

PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida
S Substrato

SDS Dodecil sulfato de sédio

TCA Acido tricloroacético

Tris Tris (hidroximetil) aminometano
UA Unidade de atividade enzimatica
Vo Velocidade inicial

Vmax Velocidade maxima



RESUMO

LOPES, Kénia Vigoso Gomes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de
2008. Purificagcdo Parcial, Propriedades Bioquimicas e cinéticas de a-
amilases de Populagdes de Sitophilus zeamais Resistentes e
susceptivel a Piretroides. Orientador: Raul Narciso Carvalho Guedes. Co-
orientadores: Maria Goreti de Almeida Oliveira e Joel Antdnio de Oliveira.

Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae), destaca-se
como a principal praga que ataca o milho armazenado causando grandes
prejuizos. O controle deste inseto é feito principalmente por inseticidas, sendo
que o uso intensivo desses compostos levou & ocorréncia de diversos casos de
resisténcia. A expressao da resisténcia a inseticidas geralmente induzem
efeitos deletérios no inseto. Populacdes de S. zeamais com susceptibilidades
distintas a inseticidas podem apresentar maior eficiéncia na digestdo do amido
ingerido pela maior atividade de a-amilase em populacdes resistentes. ISso
possibilitaria ao inseto um maior acimulo de reservas no corpo gorduroso para
manutencdo de seus aparatos de defesa sem ocasionar prejuizo ao seu
crescimento e desenvolvimento. Para obtencdo das a-amilases purificadas
foram feitas sequencialmente uma precipitagdo com glicogénio e uma
cromatografia de troca ibnica. A enzima purificada da populagéo resistente sem
custo apresentou uma atividadel de a-amilase semelhante a obtida para a
populagdo susceptivel e maior em relagdo a populacéo resistente com custo. O
perfil de eluicdo referente a purificacdo das enzimas das duas populagdes
resistentes evidenciou a presenca de mais de um pico com atividade de a-
amilase sugerindo a produc¢éo de isoformas com pontos isoelétricos diferentes.
As a-amilases purificadas das trés populagbes apresentaram uma massa
molecular de 53,7 kDa por SDS-PAGE. A maior atividade em todas as
populag@es foi em pH 5,0, numa faixa de temperatura de 30 a 40°C. O inibidor
acarbose e o inibidor proteindceo extraido de trigo se mostraram efetivos em
inibir parcialmente as a-amilases, sendo que a a-amilase da populagédo
resistente sem custo se mostrou menos vulneravel & inibicdo. A populacdo
resistente sem custo fisioldgico associado ao fenémeno da resisténcia
apresentou uma maior atividade e maior producdo da enzima quando
comparada a populacdo resistente com custo e a populacdo susceptivel. A
maior producé@o da enzima estaria possibilitando um maior estoque energético
no corpo gorduroso dos insetos permitindo a manutengéo dos mecanismos de
resisténcia sem comprometer os demais processos fisiologicos. Dessa forma,
0s maiores niveis de a-amilase estariam contribuindo para mitigar o custo
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fisiolégico associado aos mecanismos de resisténcia na populacao resistente
sem custo de S. zeamais.
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ABSTRACT

LOPES, Kénia Vigoso Gomes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April of
2008. Partial purification, kinetic and biochemical properties of a-
amilases in pyrethroids-susceptible and -resistants populations of the
Sitophilus zeamais. Adviser: Raul Narciso Carvalho Guedes. Co-Advisers:
Maria Goreti de Almeida Oliveira and Joel Antonio de Oliveira.

Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae), stands out
as the main pest that attacks the stored grain causing great damages. The
control of this insect is made mainly by insecticides, and the intensive use of
those compounds took to the occurrence of several cases of resistance. The
expression of the resistance to insecticides usually induces harmful effects in
the insect. Populations of S. zeamais with susceptibilities different to
insecticides can present larger efficiency in the digestion of the starch ingested
by the largest a-amylase activity in resistant populations. That would make
possible the insect a larger accumulation of nutrients in the fat body for
maintenance of their defense components without causing damage to its growth
and development. For obtaining of the purified a-amylases were made
sequentially a precipitation with glycogen and an ion-exchange
chromatography. The purified enzyme of the resistant population without cost
presented an a-amylase activity similar to obtained her for the population
susceptible and larger in relation to the resistant population with cost. The
eluition profile regarding purification of the enzymes of the two resistant
populations evidenced the presence of more than a peak with a-amylase
activity suggesting the isoforms production with isoelectric points different. The
purified a-amylases of the three populations presented a molecular mass of
53.6 kDa for SDS-PAGE. The largest activity in all of the populations was in pH
5.0 in a range of temperature from 30 to 40 °C. The inhibitor acarbose and the
inhibitor extracted of wheat were shown effective in inhibiting the a-amylases
partially and the amylase of the resistant population without cost showed less
vulnerable to the inhibition. The resistant population without physiologic cost
associate to the phenomenon of the resistance presented a larger activity and
larger production of the enzyme when compared to the resistant population with
cost and the susceptible population. The largest production of the enzyme
would be making possible a larger energy stock in the fat body of the insects
allowing the maintenance of the resistance mechanisms without compromise
the other physiologic processes. In that way, the largest a-amylase levels would

Xiii



be contributing to mitigate the physiologic cost associate to the resistance
mechanisms in the resistant population without cost of S. zeamais.
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1. INTRODUCAO

O caruncho-do-milho, Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera:
Curculionidae), é considerado a principal praga do milho armazenado devido
ao seu elevado potencial biotico, capacidade de atacar gréos tanto no campo
quanto em silos, e por sobreviver dentro da massa dos grdos. Dentre os
prejuizos causados pela praga, destaca-se a perda da massa e do poder
germinativo das sementes infestadas, o que leva a desvalorizagdo comercial
dos gréos (Faroni, 1992). Além disso, a presenga dos carunchos nos graos
favorece o desenvolvimento de fungos de armazenamento como Aspergillus
flavus e a consequente producéo de aflatoxinas (Beti et al., 1995).

Os prejuizos causados por S. zeamais ocasionam a aplicacdo continua
de medidas de controle. No Brasil utilizam-se, principalmente, os inseticidas
protetores e fumigantes. Contudo, o uso intensivo de inseticidas tem
ocasionado a selecdo de populagdes de insetos resistentes a estes compostos
(Lorini, 2001). Guedes et al. (1995) detecteram resisténcia aos inseticidas DDT
(Dicloro-Difenil-Tricloroetano) e piretrdides em populagdes de S. zeamais
provenientes de cinco estados brasileiros. No entanto, foi observado um
retrocesso na dispersdo da resisténcia nessas populagdes (Ribeiro et al.,
2003). Esse fenbmeno pode estar sendo causado pela ocorréncia de uma
desvantagem adaptativa dos individuos resistentes no ambiente sem
inseticidas, j& que a evolucdo da resisténcia geralmente estd associada a um
custo adaptativo (Cousteau et al., 2000; Haubruge & Arnaud, 2001).

A adaptacdo de individuos a um novo ambiente ir4d depender da
expressdo de genes especificos que, apesar de conferirem resisténcia,
também estdo associados a um custo adaptativo. Assim, em um ambiente livre
de inseticidas, individuos que possuem esses genes podem apresentar
desvantagens em relagdo a outros fendtipos que foram moldados por pressées
de selegao independentes (Cousteau et al., 2000, Berticat et al., 2002).

A expressdo da resisténcia geralmente causa efeitos deletérios aos

insetos, jA& que a manutencdo dos mecanismos destoxificativos ocasiona um
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aumento na taxa metabdlica, o que provoca um eventual desequilibrio nas
trocas gasosas. Se ndo houver um incremento no metabolismo energético, a
realocacdo de energia para os mecanismos de resisténcia pode comprometer
os demais processos fisioldgicos do organismo, como o desenvolvimento e a
reproducéo (Harak et al., 1999; Chown & Gaston, 1999; Cousteau et al., 2000).
No entanto, exce¢des ja foram observadas. Fragoso et al. (2005) verificaram
que populacbes de S. zeamais resistentes a piretréides nao apresentaram
custo em relacdo a seu desempenho reprodutivo, quando comparadas a
populagBes susceptiveis em um ambiente livre de inseticidas. Esse fato foi
confirmado posteriormente por Oliveira et al. (2007) que submeteram essas
mesmas populacdes resistentes a experimentos de competicdo direta com a
populagdo susceptivel de S. zeamais.

Estudos também demonstraram a inexisténcia de custos fisiol6gicos
associados a resisténcia em outras espécies de insetos-praga, como o besouro
vermelho das farinhas Tribolium castaneum e o mosquito Culex pipiens
(Haubruge & Arnaud, 2001; Raymond et al., 2001). A diminuicdo do custo é
associado a presenca de genes modificadores que tem efeito dominante, cuja
expressdo suprime o custo. Porém, o processo fisioldgico envolvido ainda ndo
foi elucidado (Chevillon et al., 1997).

No intuito de fornecer maiores evidéncias da existéncia ou ndo de um
custo fisiologico associado a resisténcia em populacbes de S. zeamais,
Guedes et al. (2006) realizaram estudos sobre a morfologia do corpo gorduroso
desses insetos, que reflete maior ou menor disponibilidade de reservas para a
manutencdo do organismo, e andlises sobre variagfes na taxa respiratoria
média dos insetos, que contribuem para a deteccdo de possiveis custos
associados a resisténcia em ambientes livres de inseticidas.

Os experimentos mostraram que a populacdo resistente, coletada no
municipio de Juiz de Fora — MG, apresentava uma taxa respiratoria, massa
corporal e area de trofécitos superiores a populacdo susceptivel, proveniente
do municipio Sete Lagoas - MG. Porém, o seu desenvolvimento foi inferior. A
realocacdo de energia para suprir os mecanismos de defesa nessa populacéo
poderia estar prejudicando o desenvolvimento normal dos individuos,
constituindo um custo fisiolégico associado ao fendmeno da resisténcia. No

entanto, outra populacdo resistente avaliada (proveniente do municipio de
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Jacarezinho - PR) apresentou melhores resultados em todos os parametros
testados indicando que a maior alocagcdo de energia armazenada no corpo
gorduroso estaria sendo utilizada tanto para o desenvolvimento quanto para a
manutengdo dos mecanismos envolvidos na resisténcia do inseto promovendo,
assim, a mitigacao do custo fisioldgico associado ao fenémeno.

Suspeitando-se que o0 custo da resisténcia a inseticidas nessas
populacdes poderia se correlacionar com alteragbes na atividade de enzimas
importantes do metabolismo energético, Aradjo et al. (2008) realizaram ensaios
com extratos enzimaticos dos insetos provenientes da populacdo resistente
com custo (Juiz de Fora), da resistente sem custo (Jacarezinho) e da
populagéo susceptivel a inseticidas (Sete Lagoas).

A alta atividade das enzimas trealase e lipase observadas na populagéo
com custo estaria ligada a uma menor acumulagdo de energia e,
consequentemente, a um menor peso corporal, jA que o estoque de nutrientes
estaria sendo realocado para manter o alto nivel de resisténcia a piretrides em
detrimento da manutencg&o dos processos fisioldgicos bésicos dos insetos. No
entanto, a populacdo resistente sem custo fisiolégico aparente demonstrou
uma maior atividade de amilase, sugerindo uma maior eficiéncia na obtencéo
de energia a partir do amido, o que estaria possibilitando uma maior estocagem
de reservas e uma maior obtengdo de energia imediata para manter os
processos fisioldgicos e os mecanismos de resisténcia.

A intensa selecdo exercida sobre a populacdo resistente (sem custo)
pelo uso intenso e prolongado de inseticida deve ter favorecido a selegdo de
genes modificadores, cuja expressao estaria mitigando o custo. A mitigacdo do
custo associado a resisténcia pode estar minimizando a necessidade de alta
mobilizacdo de energia em favor do armazenamento devido a maior eficiéncia
da digest@o do amido (Aradjo et al., 2008).

Em insetos, somente a-amilases (a-1,4-glicano-hidrolase; EC 3.2.1.1)
tém sido encontradas hidrolizando liga¢des glicosidicas a-(1—4) do amido ou
glicogénio (Baker, 1983; Terra & Ferreira, 1994). A atividade de a-amilase ja
foi descrita em varias ordens de insetos, incluindo: Coleoptera, Lepidoptera,
Diptera e Hemiptera (Baker & Woo, 1985; Baker, 1987; Terra et al., 1988; Zeng
& Cohen, 2000).



Sitophilus spp., como varias outras pragas que se alimentam de uma
dieta rica em carboidratos durante seus estagios larval e adulto, dependem
especialmente da atividade de a-amilase para sobreviver (Baker, 1983; Baker &
Woo, 1985). A enzima atua convertendo o amido da dieta em maltose e
maltotriose que, posteriormente, sdo hidrolisadas em glicose pela acdo das a-
glicosidases. As moléculas de glicose produzidas podem ser armazenadas na
forma de glicogénio e trealose ou, entdo, serem oxidadas enzimaticamente
pelo processo de respiragdo celular com produgdo de energia, que sera
utilizada para suprir os processos metabdlicos do organismo (Lehninger et al,.
2000).

A alta atividade de a-amilase em populac¢des resistentes a inseticidas
gue ndo possuem um custo associado, pode estar sustentando as bases
fisiologicas dos mecanismos de mitigagdo desse custo nas populagdes
resistentes a piretrides (Aradjo et al.,, 2008). Assim, a purificacdo e a
caracterizagcdo das a-amilases tém sua importancia em relagdo aos
mecanismos de resisténcia em S. zeamais, ja que elas possuem relacéo direta
com o metabolismo energético por promover a obtencdo de energia, através da
quebra do amido, que serd utilizada nos processos fisiologicos béasicos e na
manutengdo dos mecanismos de resisténcia a inseticidas.

Assim, a presente pesquisa objetivou purificar e caracterizar a-amilases
de duas populagfes resistentes a inseticidas piretroides e de uma populagéo
susceptivel de S. zeamais. As populages resistentes utilizadas sé@o as de Juiz
de Fora (com custo associado a resisténcia) e de Jacarezinho (sem custo) e a

populagéo susceptivel foi obtida no municipio de Sete Lagoas.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Sitophilus zeamais: Importancia econémica e resisténcia

A cultura do milho ocupou, em 2006, uma area de 13 milhdes de

hectares, responsével por uma producdo de cerca de 44,7 milhdes de



toneladas de gréos, de acordo com a Conab. O milho tem grande importancia
como base da alimentagdo humana e animal. Com o crescimento populacional
h& a necessidade de se aumentar a produgédo de graos e minimizar as perdas
de grande parte das safras agricolas decorrentes de falhas na colheita,
transporte e armazenamento. Varios fatores, como: meétodos incorretos de
armazenagem, estruturas armazenadoras impréprias e ataque de pragas,
influenciam nessas perdas. No Brasil, as perdas devido ao ataque de pragas
chegam a 20% da producgédo total do grdo, demandando a necessidade de
novas pesquisas e tecnologias (Gallo et al., 2002).

Em condigbes tropicais, 0s insetos assumem particular importancia
como pragas dos graos armazenados porque se desenvolvem muito bem na
massa dos gréos, pois sdo adaptados a uma dieta a base de material vegetal
seco. A acao continua dos insetos, além dos prejuizos causados pela redugéo
severa de peso, deprecia também o valor comercial e nutricional dos gréos,
favorece a atuacédo de fungos e provoca a deterioragéo do produto armazenado
pelo aumento da umidade e da temperatura na massa de grdos devido ao
metabolismo dos insetos (Faroni, 1992).

Segundo Gallo et al. (2002), Sitophilus spp. sdo as pragas mais
importantes dos graos armazenados no Brasil e a sua infestagédo é favorecida
por algumas caracteristicas importantes como: elevado potencial bidtico, praga
de profundidade, apresentam infestacdo cruzada e tanto as larvas como 0s
adultos danificam os gréos. Sitophilus zeamais Motschulsky, Sitophilus oryzae
(Linnaeus) e Sitophilus granarius (Linnaeus) s&do pragas extremamente
destrutivas e possuem ampla distribuicdo em todo mundo, sendo S. granarius
comumente encotrado em regides mais frias e as outras duas espécies sédo
tipicas de areas tropicais e subtropicais (Wakefield et al., 2005). Classificam-se
como insetos primarios internos porque rompem o grao e alimentam-se do seu
conteddo interno (Lima et al, 1979). Sdo também polifagos, tendo a
capacidade de atacar diversos produtos: Sitophilus zeamais ocorre em milho e
arroz, mas também se desenvolve muito bem em sorgo (Faroni, 1992).

O caruncho-do-milho, Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera:
Curculionidae), é uma praga cosmopolita que se destaca dentre os demais
insetos que atacam o milho (zea mays) por ser o mais destrutivo, podendo

ocasionar perdas que atingem até 30 % dos grdos armazenados em fazendas
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(Miranda et al.,, 1995). O controle dessa praga é realizado, principalmente,
através do uso de inseticidas. Porém, a forma inadequada de aplicagdo tem
contribuido para a sele¢é@o de populagdes de insetos resistentes.

A resisténcia a inseticidas em populagbes de S. zeamais tem sido
apontada como um dos principais fatores responséveis pelo aparecimento de
falhas no controle dessa espécie (Guedes et al., 1995; Fragoso et al., 2003;
Ribeiro et al., 2003). No inicio dos anos noventa, Guedes et al. (1995)
relataram resisténcia aos inseticidas DDT e piretrdides em populacdes de S.
zeamais provenientes de cinco Estados brasileiros. Posteriormente, resisténcia
a piretréides foi detectada novamente em populacdes de S. zeamais recolhidas
em diferentes localidades do Brasil (Fragoso et al., 2003; Ribeiro et al., 2003).

A resisténcia ao DDT e piretroides € um tipo de resisténcia cruzada
(onde um mesmo mecanismo confere resisténcia a dois ou mais compostos)
conhecida como “knockdown resistance”™ kdr. Esse termo é usado para
descrever casos de resisténcia ao DDT e piretroides em artropodes, sendo
causada pela sensibilidade reduzida dos canais de Na* no sistema nervoso
(Soderlund & Knipple, 2003).

Piretréides séo ésteres derivados das piretrinas naturais, cuja estrutura
quimica é a base para a sintese de uma variedade de inseticidas piretroides
sintéticos como a permetrina, deltametrina e cipermetrina. Esses compostos
sdo utilizados no controle de véarios grupos de insetos (Shafer et al., 2005).

O modo de acédo dos piretroides é similar ao do DDT. Basicamente, a
molécula do inseticida se liga a proteina associada ao canal de Na" impedindo
seu fechamento. Como consequéncia, o neurbnio ndo consegue retornar a
condicdo de repouso (-70mV) ocorrendo um bloqueio na transmissdo dos
impulsos nervosos. A agdo inseticida primaria é a inativagdo do canal de Na*
levando a repetidas descargas elétricas, atividade convulsiva e eventual
paralisia que culmina na morte do inseto (Bloomquist, 1999; Soderlund &
Knipple, 2003).

A base molecular da knockdown resistance ao DDT e piretréides ja foi
investigada em varias espécies de insetos como: Drosophila melanogaster
(Amichot et al., 1992), Musca domestica (Williamson et al., 1996), Heliothis
virescens (Taylor et al.,, 1993), Blattella germéanica (Dong & Scott, 1994) e

Haematobia irritans (Guerrero et al., 1997), o que permitiu identificar pontos de
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mutacdo em varios genes associados a expressao da resisténcia. Assim,
mutantes kdr possuem alteracdes estruturais nos residuos de aminoacidos das
proteinas que formam os canais de Na'. O efeito principal dessas mutagées é o
aumento da taxa de dissociagdo do complexo canal de Na'- piretrdide
impedindo, assim, a acdo do inseticida (Feyereisen, 1995; Soderlund &
Knipple, 2003). Diferentemente da resisténcia causada pelo aumento da
atividade de enzimas destoxificativas, knockdown resistance néao é afetada pelo
emprego de sinergistas que inibem esterases e monooxigenases de insetos
(Soderlund & Knipple, 2003).

Uma populagdo composta por organismos resistentes desenvolve-se a
partir da sobrevivéncia e da reproducéo de individuos que possuem alteracdes
no genoma responsaveis pela expressdo de um ou mais mecanismos que
permitam a sobrevivéncia apds a exposicao ao inseticida (Roush & Daly, 1990;
McKenzye, 1996).

Os mecanismos que conferem resisténcia a inseticidas sdo, segundo
McKenzye (1996), divididos em: (i) Mecanismos comportamentais, que
conferem ao inseto a capacidade de evitar a dose letal do inseticida, o que
depende da capacidade de aprendizado do inseto, de modificagdes genéticas
nos receptores periféricos de estimulos ou nos sistemas centrais de
processamento de estimulos; (ii) Mecanismos fisiologicos, que podem conferir
uma reducgdo da penetracdo da toxina pela cuticula do inseto, sequestramento,
onde ocorre o isolamento do composto toéxico em estruturas insensiveis ou
qguimicamente inertes e, pode haver também, um aumento da taxa de excregao
do inseticida inalterado pelo inseto; (iii) Mecanismos bioquimicos, 0s quais
geram um aumento na destoxificagdo metabdlica, principalmente pela acédo de
enzimas destoxificativas, sendo as principais: monooxigenases dependentes
do citocromo P450, esterases e glutadiona S-transferases.

A atuacdo das enzimas destoxificativas promove a inser¢do de um
grupo polar reativo no xenobiético lipofilico tornando-o mais soltvel em &gua, o
que facilita seu processo de excrec¢do. Outro tipo de mecanismo bioquimico
relacionado a resisténcia a inseticidas é a redugdo da afinidade pelo sitio de
acdo causada por alteragbes estruturais, como ocorre na enzima

acetilcolinesterase (alterando a afinidade a carbamatos e fosforados), na



knockdown resistance e nos receptores GABA (alterando a afinidade por
ciclodienos) (Feyereisen, 1995; Soderlund & Knipple, 2003).

Resisténcia é a capacidade de uma populagdo de suportar doses de
substancias toxicas que seriam letais para a maioria dos individuos de uma
populagdo normal da espécie. A resisténcia deve ser vista como um fenémeno
de pré-adaptacéo, isto é, o inseticida n&o induz as mudancas hereditarias, mas
somente seleciona, em cada geracdo, 0s genes responsaveis pela resisténcia
que sdo encontrados em uns poucos individuos (Roush & Daly, 1990;
McKenzye, 1996).

O fenbmeno de resisténcia a inseticidas esta associado a modificagfes
genéticas que ocorrem no inseto capacitando-o a uma melhor adaptagéo
quando submetido a condi¢des desfavoraveis (Liu et al., 2000). No entanto,
modelos relacionados & evolucdo da resisténcia geralmente compartiiham a
suposicdo de que a expressdo da resisténcia esta associada a um custo
adaptativo (Cousteau et al., 2000).

Varias explica¢des funcionais de custo tém sido propostas e testadas.
Tipicamente, a superexpressdo de um receptor especifico ou de uma enzima
destoxificativa deve desviar energia necessaria a outras funcdes relacionadas
ao desempenho do organismo. Ou seja, para expressar 0s mecanismos de
defesa haveré custo (Feyereisen, 1995; Cousteau et al., 2000).

Ainda assim, ha relatos de auséncia de custo adaptativo em algumas
espécies-praga resistentes a inseticidas (Haubruge & Arnaud, 2001; Raymond
et al.,, 2001). Fragoso et al. (2003) relataram que, num ambiente livre de
inseticidas, populagbes de S. zeamais resistentes a piretréides né&o
apresentaram custo, em relacdo ao seu desempenho reprodutivo, quando
comparadas com populacées susceptiveis. Modificacdes alélicas e selecdo de
genes modificadores podem estar envolvidas com um menor custo adaptativo
relacionado a resisténcia a inseticidas (Cousteau et al., 2000; Raymond et al.,
2001; Berticat et al., 2002). Porém, as bases dos processos fisiologicos ligados
a diminuicao do custo ainda ndo foram esclarecidas.

Whittehead et al. (1985) afirmaram que, para que uma populagdo de
insetos resistentes a inseticidas ser desfavorecida adaptativamente, na

auséncia de inseticidas, é necessario que a magnitude do custo associado seja



suficiente para alterar o desenvolvimento da populagdo, principalmente nos
gendtipos heterozigotos quando a resistencia € dominante.

Fragoso et al. (2005), utilizando avaliacdes demograficas, constataram
que a populacdo resistente a inseticidas de S. zeamais, proveniente do
municipio de Jacarezinho, possuia um desempenho semelhante a populagéo
susceptivel proveniente de Sete Lagoas. A populacdo de Jacarezinho, no
passado, foi submetida a uma intensa exposicdo ao DDT durante um longo
periodo. O desenvolvimento da resisténcia ao DDT nessa populacdo levou a
resisténcia cruzada a piretréides devido a reducéo da sensibilidade do sitio de
acdo nos canais de Na’, que é o principal mecanismo de resisténcia a
piretréides nessa populagéo (Fragoso et al., 2003). No entanto, a populacéo de
Jacarezinho vem sendo mantida a mais de uma década na auséncia de
inseticidas sem ocorrer redugéo da resisténcia, 0 que sugere que a resisténcia
jA se encontra fixada nessa populacdo e que a expressdo dos genes
responsaveis ndo mais acarretam um desfavorecimento adaptativo.

O longo periodo de selecdo para resisténcia a um determinado inseticida
pode ocasionar modificacbes nos genes responsaveis pela expressdo da
resisténcia, reduzindo seus custos fisiol6gicos associados. Adicionalmente,
genes de resisténcia com menores custos adaptativos, podem substituir os
primeiros genes que conferiam resisténcia ao DDT em virtude da dificuldade de
manutencgdo, nas populagbes portadoras, dos genes com custo associado
(Chevillon et al., 1997; Boivin et al., 2003).

A expressao da resisténcia a inseticidas nédo representa uma vantagem
num ambiente livre desses compostos, j& que a manutencdo dos aparatos
destoxificativos requer gastos adicionais de energia, o0 que pode comprometer
0 desempenho dos individuos resistentes quando comparados aos
susceptiveis (Chevillon et al., 1999; Cousteau et al., 2000).

Fragoso et al. (2003), investigando a atividade enzimatica in vitro de
glutadiona S-transferases e de fosfotriesterases em populagdes de S. zeamais
mantidas livres de inseticidas, puderam constatar que as populagbes
resistentes apresentavam uma atividade maior dessas enzimas em relacdo a
populagdo susceptivel. A maior atividade de destoxificagdo enzimatica esta
relacionada a uma maior taxa de respiracdo nos individuos resistentes, o que

pode levar a um desequilibrio nas trocas gasosas refletindo num custo

9



fisioldgico causado pela realocagdo de energia de outros processos
metabdlicos basicos para o organismo (Chown & Gaston, 1999; Harak et al.,
1999).

Guedes et al. (2006), avaliando variagfes nas taxas respiratorias médias
dos insetos, que reflete custos adaptativos associados a resisténcia a
inseticidas e, avaliando também modificagdes na morfologia do corpo
gorduroso, que reflete a disponibilidade e mobilizacdo de reservas para a
manutenc¢do do organismo, puderam constatar que a populagéo resistente de
Jacarezinho apresentou melhores resultados em todos o0s parametros
avaliados. Isso evidencia que a realocagéo de energia nessa populacdo estaria
sendo feita de modo mais eficiente, suprindo os mecanismos de defesa sem
prejudicar seu desenvolvimento e desempenho reprodutivo. Assim, a maior
taxa metabdlica apresentada pela populagdo de Jacarezinho estaria
relacionada a mitigacdo do custo fisiolégico tornando esses insetos capazes de
produzirem seus aparatos de defesa sem comprometer 0S outros processos
fisioldgicos.

A populagéo resistente de Juiz de Fora, mesmo apresentando resultados
superiores a populacdo susceptivel de Sete Lagoas em relagcdo a taxa
respiratoria, massa corporal e area de trofdcitos, mostrou desempenho inferior
frente as outras duas populacdes. Esse resultado suporta a hipétese de que a
realocacdo de energia necesséaria a manutencdo dos mecanismos de defesa a
inseticidas estaria prejudicando o desenvolvimento da populagdo evidenciando,
assim, a existéncia de um custo adaptativo (Guedes et al., 2006).

A mitigagcdo do custo fisiolégico associado a expressdo da resisténcia
permite a manutengdo dos mecanismos destoxificativos sem comprometer os
demais processos fisiologicos do inseto (Guedes et al., 2006). No intuito de
prover maiores esclarecimentos a respeito dos processos fisiolégicos que
estariam sendo alterados para suprir o custo associado a resisténcia, Araujo et
al. (2008) realizaram ensaios in vitro com as principais enzimas envolvidas no
metabolismo energético das trés populagbes de S. zeamais citadas.
Determinou-se também o nivel de resisténcia a piretroides nas trés populagdes.

A populagéo resistente que apresenta custo (Juiz de Fora) mostrou um
nivel de resisténcia duas vezes maior quando comparado a outra populacdo

resistente (Jacarezinho), que ndo demonstra custo fisiolégico associado a
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resisténcia. Além disso, a populagdo resistente com custo apresentou uma
atividade maior de trealase, que hidrolisa trealose, e lipase, que hidrolisa
lipidios, sugerindo uma maior mobilizagdo de reservas no corpo gorduroso
desses insetos para o fornecimento de energia. A alta atividade dessas duas
enzimas estaria ligada a uma menor acumulacdo de energia e,
consequentemente, a um menor peso corporal, jA que o estoque de nutrientes
estaria sendo realocado para manter o alto nivel de resisténcia a piretroides em
detrimento da manutencédo dos processos fisiol6gicos basicos nessa populagdo
(Aradjo et al., 2008).

A populagéo resistente sem custo adaptativo obteve uma maior atividade
de a-amilase em relagdo as outras duas populagfes. Isso sugere uma maior
eficiéncia na obtencdo de energia dos aclcares, possibilitando uma maior
estocagem de reservas e maior quantidade de energia imediata para manter os
processos fisioldgicos basicos bem como os mecanismos destoxificativos. A
intensa selegdo promovida pela abusiva aplicagdo de inseticidas deve ter
favorecido a selecdo de genes modificadores cuja expresséo estaria mitigando
0 custo nessa populacdo. A mitigagdo do custo associado a resisténcia pode
estar minimizando a necessidade de alta mobilizacdo de energia em favor do
armazenamento devido a maior eficiéncia na digestdo do amido (Araujo et al.,
2008).

2.2. Familia a-amilase

Comparagbes entre as sequéncias de aminoécidos das glicosideo-
hidrolases e transglicosilases permitiram a construgdo de um esquema de
classificagdo que se baseia na estrutura das enzimas, ndo levando em
consideragdo as especificidades. De acordo com 0 esquema, essas enzimas
foram agrupadas em mais de 80 familias. Os membros de uma familia devem
compartilhar uma estrutura tridimensional comum e um mesmo mecanismo de
acdo, tendo de algumas a muitas similaridades na seqiéncia de amino&cidos
(Henrissat, 1991; Henrissat et al., 1996).

As familias 13, 70 e 77 rednem enzimas correlacionadas funcionalmente

e estruturalmente que catalisam a hidrolise ou a transglicosilagéo de glicanos
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a-ligados, gerando produtos com essa mesma configuragdo anomérica. A a-
amilase, assim como a grande maioria das enzimas que fazem parte dessas
familias, atua sobre o amido e representa o0 membro da familia 13 mais bem
estudado. Por isso, o grupo formado pelas familias 13, 70 e 77 €
frequentemente reconhecido como Familia a-amilase, apesar de incluir
enzimas com diversas especificidades (Macgregor et al., 2003).

Em alguns casos, as especificidades das diferentes enzimas da familia
a-amilase se sobrepdem e isso, juntamente com as similaridades na sequéncia
de aminoécidos, tem causado confusfes na identificacdo de algumas delas.
Hehre & Genghof (1971), por exemplo, relataram a capacidade de a-amilases
catalisarem fracamente a transglicosilacdo a-(1—4) em adicdo a sua funcéo
principal. Também h& relatos de a-amilase de Thermoactinomyces vulgaris
catalisando a hidrélise de ligacbes a-(1—6) (Sakano et al, 1983) e de
pullulanases de termdfilos hidrolisar, ndo somente ligacées a-(1—6) mas
também ligagbes a-(1—4) (Mathupala et al., 1993; Lee et al.,1994). Esses fatos
evidenciam que a relac@o entre enzima e sua reacgdo substrato-especifica ndo
€ totalmente fixa.

As enzimas que fazem parte da familia a-amilase sdo multidominios
proteicos que compartiiham um dominio catalitico comum formado por um
(B/a)s-barril, ou seja, um dominio composto por 8 folhas-B envolvidas por 8 a-

hélices, conhecido como dominio A (Figura 1).
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Fig. 1. Um modelo em fita ilustrando os dominios individuais em ciclodextrina
glicano-transferase (CGTase). (Lawson et al., 1994).

Geralmente, as “alcas” que unem as folhas-B as a-hélices adjacentes
abrigam os residuos de amino&cidos que compdem o sitio ativo da enzima.
Similaridades na seqiéncia de aminoacidos tém levado a predicdo de que
muitas enzimas pertencentes a essa familia possuem um mesmo dominio
catalitico (Jespersen et al., 1991; Janecek, 1997; Janecek et al., 1997), que
também tem sido evidenciado por cristalografia de raio-X (Matsuura et al.,
1984; Qian et al., 1993; Machius et al., 1995; Katsuya et al., 1998; Strobl et al.,
1998; Przylas et al., 2000).

Inserido dentro do dominio A, entre a terceira folha-B e a terceira a-
hélice, esta o dominio B. Este se caracteriza por ter uma estrutura irregular que
varia de uma enzima pra outra. Em a-amilases, o dominio B forma uma
cavidade que se dispde do lado oposto ao (B/a)s-barril do dominio A, onde se
encontra inserido um ion célcio. Esse cétion é de fundamental importancia para
a manutencdo da estrutura e integridade das a-amilases (Violet & Meunier,
1989; Machius et al., 1995; Strobl et al., 1998).

A grande maioria dos membros da familia possui também um dominio C
localizado logo ap6s (B/a)s-barril catalitico. Este dominio, por se posicionar bem
acima das folhas-B, esta relacionado com a estabilizacdo do dominio catalitico
por proteger os residuos hidrofébicos do dominio A da agédo de solventes.
Dauter et al. (1999) também sugeriu a participagdo do Dominio C na ligagéo da
amilase de Bacillus stearothermophilus com seu substrato. No entanto, em
algumas amilomaltases esse dominio ndo foi detectado, o que mostra que nem
sempre ele é necessario para a atividade e estabilidade das enzimas (Przylas
et al, 2000). Em ciclodextrina glicano-transferase (CGTase) de Bacillus
stearothermophilus, um dominio D formado exclusivamente por folhas-B foi
descrito por Dauter et al. (1999). Porém, sua fung&o ainda néo foi determinada.

Geralmente em a-amilases, o dominio A se localiza na parte N-terminal
da enzima. Porém, varios outros membros da familia também possuem um

dominio N que precede o dominio catalitico na por¢cdo N-terminal da cadeia
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polipeptidica. O papel desse dominio ainda n&o foi totalmente estabelecido,
além de ndo ser idéntico em todas as enzimas. H& suposi¢cbes de que em
isoamilase de Pseudomonas amyloderamosa, o dominio N, devido ao seu
posicionamento préximo ao dominio A, participe do sitio catalitico da enzima
(Katsuya et al., 1998). No entanto, Kamitori et al. (1999) observaram que na a-
amilase do tipo Il de Thermoactinomyces vulgaris, o dominio N se localiza
muito distante do dominio A para participar da atividade da enzima.

Seis tipos de enzimas pertencentes a familia 13 podem possuir um
dominio adicional cuja func&o é se ligar ao amido, conhecido como dominio E
ou SBD (starch-binding domain). S&o elas: a-amilase, maltotetrahidrolase,
maltopentahidrolase, acarviose, transferase, a-amilase-maltogénica e
ciclodextrina-glicanotransferase (CGTase) (Janecek et al., 2003). O dominio E
é formado por folhas- e se localiza na parte C-terminal da cadeia da enzima. A
funcdo desse dominio € interagir com a cadeia polipeptidica do substrato para
facilitar a reacdo. O dominio E também j& foi observado em algumas [-
amilases (familia 14) e em glicoamilases (familia 15) (Jepersen et al., 1991). A
presenca do dominio E esta, no entanto, condicionada a origem da enzima.
Somente alguns microorganismos, dentre fungos e bactérias, possuem
enzimas amiloliticas com esse tipo de dominio (Janecek et al., 2003).

Na familia a-amilase, o mecanismo de acdo e os residuos de
aminoacidos envolvidos na catélise sdo provavelmente os mesmos em todas
as enzimas (Kuriki et al., 1991; Svensson, 1994). A a-amilase de Aspergillus
oryzae (Taka amilase A), que foi a primeira a-amilase a ser examinada por
cristalografia de raio-X, evidenciou trés residuos de aminoacidos, um acido
glutdmico (Glu 230) e dois acidos asparticos (Asp 206 e Asp 297), no centro do
sitio ativo da enzima (Matsuura et al., 1984). Estudos mutacionais posteriores
comprovaram que os residuos mencionados sdo essenciais para a catalise
(Janecek, 1997; Svensson, 1994).

O mecanismo enzimatico das a-amilases é muito complexo e ainda néo
foi totalmente elucidado. Acredita-se que a reagdo de hidrélise ocorra por um

mecanismo de deslocamento duplo (Figura 2).
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Fig. 2. Mecanismo catalitico de clivagem de uma ligacdo O-glicosidica
(MacGregor et al., 2001).

Durante o primeiro deslocamento, um grupo acido da enzima protona o
oxigénio do centro anomérico, o0 que leva a cisdo da ligagdo C1-O e a formagéo
de um estado de transi¢cdo oxocarbénico ion-like. Um grupo &cido nucleofilico
da enzima ataca o centro anomeérico do agUcar gerando um intermediario -
glicosil, enquanto a parte aglicona do substrato deixa o sitio ativo. Durante o
segundo deslocamento, uma molécula de 4gua ativada pelo carboxilato atua
como doadora de prétons. Esse segundo estagio da reagéo se processa via um
estado de transicdo ion-like como antes, e gera produtos com configuragdo a e
a reprotonacao do grupo &cido original (Bzozowski & Davies, 1997, MacGregor
et al, 2001). Na transglicosilagdo, o ataque do substrato no segundo
deslocamento da reacgdo é realizado por uma hidroxila livre (Uitdehaag et al.,
1999).

H& evidéncias de que o residuo de &cido glutdmico atue como doador
de prétons e que o primeiro dos dois &cidos asparticos, que fazem parte do
sitio ativo, atue como o nucledfilo. O papel do segundo acido aspartico ainda
nao foi bem definido, mas acredita-se que ele esteja envolvido na estabilizacao
do estado de transicdo e também com a manutencdo do acido glutdmico no
estado correto de protonagdo para a atividade (Bzozowski & Davies, 1997,
Uitdehaag et al., 1999).

O sitio ativo de uma enzima pertencente a familia a-amilase é formado
por certo nimero de subsitios onde, em cada um deles, ocorre interacdo com
um residuo monossacaridico (Feese et al., 2000; MacGregor et al., 2003),

como ¢ ilustrado na Figura 3.
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Fig. 3. Arranjo esquematico dos subsitios presentes no sitio catalitico da a-
amilase. Residuos monossacaridios ocupam os subsitios -5 até +3. A clivagem
ocorre entre os subsitios -1 e +1, como indicado pela seta. O grupo ndo-redutor
do acucar esta ligado ao subsitio +3 (MacGregor et al., 2001).

Esses subsitios sdo formados por residuos de aminoacidos
constituintes das “algas” que conectam a parte C-terminal das folhas-$ com a
parte N-terminal das a-hélices do dominio catalitico. Feese et al. (2000)
relataram que, no caso da malto-oligosiltrealose e da trealohidrolase, um a-3
loop (juncdo de uma hélice com a folha-B adjacente no barril) é
caracteristicamente longo, o que deve influir na especificidade do sitio ativo.
Como a arquitetura dos a-f loops varia de uma enzima pra outra, o niimero e a
natureza dos subsitios também s&o varidveis sendo particular para cada
enzima (MacGregor et al., 2003).

As vérias enzimas que fazem parte da familia a-amilase atuam sobre
diversos substratos e a Unica caracteristica em comum que esses substratos
devem compartilhar é possuir, em sua estrutura, um residuo de glicose a-ligado
para interagir com o subsitio -1 do sitio catalitico, j& que a clivagem ocorre
entre os subsitios -1 e +1 (Figura 3). Assim, espera-se encontrar sempre
similaridades entre os residuos que compdem esses subsitios nas enzimas da
familia a-amilase (Janecek, 1997; MacGregor et al., 2003).

Em Taka-amilase A, Janecek (1997) relatou que o doador de prétons da
reacdo (Glu 230), o nucledfilo catalitico (Asp 206), o segundo acido aspartico
conservado (Asp 297) e dois residuos de histidina (His 122 e His 296) s&o
importantes constituintes do subsitio -1. Esses cinco residuos ocorrem
proximos as terminacdes das folhas-B 3, 4, 5 e 7 do P/a-barril e s&o
encontrados fazendo parte de 4 sequiéncias curtas que sao reconhecidas como
regidbes conservadas nas enzimas da familia. As conservacdes nessas

seguéncias séo relacionadas com a manutencéo da estrutura, enquanto que
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variagfes dentro desses segmentos sdo responsaveis pela especificidade de
cada enzima (Takata et al., 1992; Janecek, 1997).

As diferentes enzimas dessa familia exibem diferentes especificidades.
Algumas atuam apenas sobre ligacdes a-1,4 entre residuos de glicose, outras
atuam somente em ligacdes a-1,6 e algumas em ambos os tipos de ligacdes.
Algumas podem clivar sacarose e outras podem hidrolisar ou formar ligacoes
inter-glicose na trealose (Nakajima et al., 1986; Janecek, 1997). No entanto,
para todas elas, a atividade ird depender da ligagdo de um residuo de glicose
no subsitio -1, enquanto que a natureza da por¢éo do substrato que se liga nos
subsitios +1 e +2 pode variar com a especificidade da enzima, particularmente
no que diz respeito ao tipo de ligagéo que deve ser formada ou quebrada (a-1,4
ou a-1,6). Portanto, espera-se que os residuos de aminoacidos que compdem
0s subsitios +1 e +2 de uma enzima variem com sua especificidade (Janecek,
1997; MacGregor et al., 2003).

Geralmente, a-amilases sdo definidas como enzimas endo-ativas. No
entanto, sdo enzimas que hidrolisam o amido gerando produtos com a
configuracdo a, sendo que, a maioria delas atua preferencialmente nas pontas
das cadeias gerando pequenos oligossacaridios. Assim, a maior parte se
comporta como exoamilases e ndo como endoamilases (Macgregor et al.,
2003).

Algumas passaram a ser identificadas na Enzyme Comission por
nameros distintos daquele que identifica a a-amilase endo-ativa (EC 3.2.1.1).
Sao elas: amilase maltogénica (3.2.1.133), maltotriohidrolase (3.2.1.116),
maltotetrahidrolase (3.2.1.60) e maltohexahidrolase (3.2.1.98), que produzem
a-maltose, maltotriose, maltotetraose e maltohexose, respectivamente. Essas
enzimas nao podem ser diferenciadas das a-amilases endo-ativas tomando por
base os residuos de aminoacidos presentes nas regides de sequéncias
conservadas (Yoshioka et al., 1997). Ou seja, nas enzimas da familia 13 ndo é
possivel predizer quais s@o os residuos nos membros exo-ativos responsaveis
pela exo-atividade.

A verdadeira a-amilase atua somente em ligacdes a-1,4-glicosidicas,
catalisando a hidrélise do amido ou a transglicosilacio com pequenos
oligossacaridios que s&o substratos “pobres” para as demais enzimas.

Enquanto exo-a-amilases produzem um Unico oligossacaridio por atuar na
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ponta ndo redutora de um polissacaridio, as endo-a-amilases rendem
geralmente grandes quantidades de maltose e maltotriose por atuarem
preferencialmente dentro da cadeia, proximo da parte final (Macgregor et al.,
1992).

As endoamilases, como a-amilases de mamiferos e algumas a-amilases
de insetos e bactérias, possuem, geralmente, 5 importantes subsitios no sitio
ativo (-3 até +2). Além disso, sdo enzimas caracterizadas pela tendéncia de
realizar muiltiplos ataques, ou seja, catalisar mais de uma ligacdo glicosidica
durante um dnico encontro com o substrato rendendo grandes quantidades de
produto. Assim, a habilidade de se ligar a cadeias polissacaridicas longas com
cinco residuos de glicose internos interagindo diretamente com a enzima é o
que caracteriza uma endoamilase (Aghajari et al., 1998; Fujimoto et al., 1998;
Strobl et al., 1998; Nahoum et al., 2000).

Em insetos, varias sequéncias primarias de a-amilases sdo conhecidas
(Grossi de S& & Chrispeels, 1997; Strobl et al., 1997; Titarenko & Chrispeels,
2000). Porém, somente a estrutura tridimensional da a-amilase de Tenebrio
molitor foi determinada por cristalografia de raio-X. Sua estrutura consiste de
uma Unica cadeia polipeptidica de 471 residuos de amino4cidos associada a
um ion célcio, um cloro e 261 moléculas de agua (Strobl. et al., 1998).

A enzima assume uma conformagdo em que se pode identificar a
presenca de trés dominios distintos (A, B e C). O dominio A é a maior unidade
estrutural onde esta localizado o sitio catalitico da enzima e os residuos que
interagem com o substrato. Os dominios B e C sdo unidades essencias para a

atividade, estabilidade e o dobramento correto da enzima (Strobl. et al., 1998).

2.3. Inibidores de a-amilases

Em geral, plantas possuem um determinado grau de resisténcia contra o
ataque de insetos, o que é refletido pelo limitado niumero de insetos capazes de
atacé-las. A resisténcia nas plantas é representada por um conjunto de
mecanismos de defesa desenvolvidos durante a evolugcdo (Schuler, 1998).

Recentemente, muitos compostos quimicos pertencentes ao metabolismo
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secundéario tém sido associados a defesa, tendo sua sintese estimulada em
resposta ao ataque de uma praga ou patégeno (Rausher, 2001).

A acéo do sistema de defesa das plantas tem o potencial para diminuir o
desempenho e/ou preferéncia dos predadores sobre elas, pois atuam
provocando uma diminuigdo na qualidade da fonte alimentar para os
herbivoros, o que reflete numa queda do nimero de insetos pertencentes a
uma populacéo local. Porém, essas defesas séo incompletas, visto que alguns
insetos sdo capazes de se alimentar de sementes e dos diferentes tecidos
vegetais, apesar da presenca dos compostos de defesa (Agrawal et al., 1999,
Rausher, 2001).

Assim como plantas desenvolvem defesas, seus agressores
desenvolvem meios para driblar esses mecanismos, 0 qué caracteriza 0
fendmeno da coevolugdo parasita-hospedeiro descrito por Erlich & Raven
(1964). Dentre os meios desenvolvidos pelas pragas para acompanhar a
evolugcdo dos mecanismos de defesa das plantas, estdo a destoxificagdo ou
excrecdo dos metabdlitos ingeridos, variagdes comportamentais e morfologicas
bem como adaptacéo do inseto a novas estratégias de vida (Rausher, 2001).

Os componentes de defesa produzidos pelas plantas incluem alcaldides,
taninos, terpenos e algumas proteinas. As proteinas sédo representadas por
quitinases, lectinas, arcelinas, vicilinas, sisteminas e enzimas inibidoras de
hidrolases (Ryan, 1990; Sales et al., 2000). Esses inibidores atuam inibindo as
proteases e as a-amilases do sistema digestivo dos insetos. Varios tipos de
inibidores de a-amilases e proteases presentes nas plantas atuam como
mecanismo de defesa contra insetos herbivoros (Frels & Rupnow, 1984; Chen
et al., 1992; Garcia-Casado et al., 1994; Rekha et al., 2004).

Existem duas classes de inibidores de a-amilases: os proteinaceos e os
ndo-proteinidceos. A classe dos inibidores ndo-proteinaceos contém diversos
tipos de compostos organicos como acarbose, isoacarbose, acarviosina-
glicose, acido hibisco purificado de Hibiscus sabdariffa e ciclodextrinas. A
atividade inibitéria desses componentes é causada em parte por sua estrutura
ciclica semelhante aos substratos das a-amilases podendo, entéo, ligar-se ao
sitio catalitico da enzima (Kim et al., 1999; Hansawasdi et al., 2000).

A acarbose é um tetrassacaridio particular derivado da trestatina

(composto originalmente isolado da espécie Streptomyces) que funciona como
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um potente inibidor reversivel de a-amilases (Brzozowski & Davies, 1997). Sua
estrutura é formada por um pseudo-dissacarideo ndo-redutor, formado por uma
unidade de valinamina ligada a um 4-amino-4,6-didedxi-a-D-glicose, o qual é

ligado a uma molécula de maltose (Figura 4).

OH
OH OH
HO,, CHs
0 0 0
_ <oH OH OH SOH
HO : N (@) o
OH H OH OH OH

Fig.4. Estrutura molecular do inibidor acarbose (Brzozowski & Davies, 1997).

O alto poder de inibi¢cdo conferido pela acarbose é atribuido a ligacdo da
valinamina que tem uma conformagao que mimetiza a distorgédo do substrato
no estado de transicdo da reacdo. A ligagcéo glicosidica adjacente € N-ligada, o
que previne a hidrélise enziméatica. Em todos os estudos, a acarbose é
encontrada ligada ao estado de transicdo mimetizando o anel glicosidico no
subsitio -1 do sitio ativo da enzima (Brzozowski & Davies, 1997).

Recentemente, varios estudos cinéticos tém sido realizados para
elucidar o tipo de inibicAo causada pela acarbose. Para isso, substratos de
tamanhos variados foram usados, tais como: amilose, maltodextrina e
maltopentose. (Brzozowski & Davies, 1997; Al Kazaz et al., 1998, Ferey-Roux
et al., 1998; Oudjeriouat et al., 2003). Trabalhos utilizando a a-amilase
pancreética suina (PPA) e a amilase pancreatica humana (HPA) evidenciaram
que a inibicdo provocada por acarbose é do tipo ndo-competitiva mista
envolvendo uma ou duas moléculas do inibidor, se o substrato for maltopentose
ou amilose, respectivamente. Quando amilose € utilizada como substrato, duas
moléculas de inibidor se ligam tanto a enzima livre quanto ao complexo
enzima-substrato. Na reagdo, a molécula de amilose se liga ao sitio ativo da
enzima e a molécula de acarbose ird se ligar a um sitio de ligacdo de
carboidratos (Al Kazaz et al., 1998; Koukiekolo et al., 1999).
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Em plantas, inibidores proteindceos podem ser encontrados em cereais
como trigo (Buonocore et al., 1980; Feng et al., 1996; Franco et al., 2000),
centeio (Garcia-Casado et al., 1994), cevada (Abe et al., 1993), arroz (Feng et
al., 1996; Yamagata et al., 1998) e milho (Blanco-Labra et al., 1995), mas
também em leguminosas como o feijdo (Frels & Rupnow, 1984; Kasahara et
al., 1996).

Em geral, inibidores de a-amilases presentes nos cereais conferem
protecdo contra o ataque de insetos. Porém, alguns insetos sdo capazes de
destoxificar esses compostos ou aumentar a atividade de a-amilase, como foi
relatado em Tribolium confusum contra inibidores de a-amilase presentes no
trigo (Warchalewski et al., 2001).

Os inibidores proteinaceos do trigo possuem baixo peso molecular e
atuam como um inibidor reversivel de a-amilases (Buonocore et al., 1980). a-
amilases de Sitophilus spp. s@o particularmente sensiveis a inibidores
presentes nos graos de trigo (Baker, 1988; Baker et al., 1991). Os mecanismos
envolvidos na inibicdo provocada por esses inibidores em Sitophillus spp. n&do
foram totalmente esclarecidos. Baker (1988) indicou que um dos provaveis
fatores que influenciam na atividade total de a-amilase em Sitophilus spp. seria
a inativacao das amilases ja secretadas por inibidores presentes naturalmente
na composi¢ao dos graos.

Cinco-Moroyoqui et al. (2006) reportaram que a alta concentragdo de
inibidores em certas variedades de trigo limitou significativamente a utilizac&o
do amido em Rhyzopertha dominica, levando a uma maior biossintese de a-
amilases para compensar o efeito inibitorio. Assim, a ingestdo dos inibidores
pode inativar as enzimas ja secretadas ou estimular a biossintese de a-
amilases ou, de alguma forma, modular a atividade catalitica prejudicando os

processos digestivos do inseto.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

Os objetivos gerais desse trabalho foram purificar e caracterizar a-
amilases de duas populacdes resistentes e de uma populagdo susceptivel a
inseticidas de S. zeamais. Dentre as populacdes resistentes utilizadas, uma
apresenta um custo adaptativo associado & expresséo da resisténcia e a outra

nao.

3.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a atividade de a-amilases no extrato obtido a partir de
insetos adultos das trés populacdes de S. zeamais.

e Obter oa-amilases parcialmente purificadas utilizando
precipitagdo com glicogénio e cromatografia de troca ionica.

e Determinar o grau de pureza da enzima por eletroforese.

e Determinar o efeito do pH, da temperatura, de diferentes
concentracbes de NaCl e de inibidores na atividade da
enzima.

e Determinar o0s pardmetros cinéticos das a-amilases
parcialmente purificadas obtidas das trés populagdes de S.
zeamais.

e Determinar o grau de glicosilagdo das a-amilases purificadas.

4. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Enzimologia, Bioquimica de

proteinas e Peptidios do Instituto de Biotecnologia Aplicada & Agropecuaria
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(BIOAGRO) e no Laboratério de Ecotoxicologia do Departamento de

Entomologia da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais.

4.1. Reagentes utilizados

Da Sigma Chemical Company (EUA) foram obtidos os reagentes:
Coomassie Brilhant Blue G, albumina sérica bovina (BSA), acetato de sdédio,
carbonato de sdodio, dodecil sulfato de sodio (SDS), fosfato de sodio, cloreto de
calcio, cloreto de sédio, acido citrico, -mercaptoetanol,
etilenodiaminotetracético (EDTA), Tris (hidroximetil) aminometano, glicogénio,
inibidor acarbose, inibidor de Tritcum aestivum, amido e marcadores
moleculares.

O Kit para determinacdo de atividade de amilase foi obtido da BIOCLIN,
QUIBASA — Quimica Basica Ltda, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.

A resina cromatografica DEAE-Sephacel foi obtida da Pharmacia LKB
Biotechnology AB, Uppsala, Sweden.

Da Merk S. A. Indastrias Quimicas foram obtidos os seguintes

reagentes: glicose, tartarato de sodio e potassio e cloreto de potassio.

4.2. Populacdes de S. zeamais

Trés populagdes de S. zeamais foram utilizadas no presente trabalho. A
populagdo padrdo de susceptibilidade é proveniente do Centro Nacional de
Pesquisa de Milho e Sorgo (EMBRAPA Milho e Sorgo — CNPMS), localizado no
municipio de Sete Lagoas/MG. Esta populacdo é considerada como padréo de
susceptibilidade a inseticidas piretrdides e vem sendo mantida em condi¢gfes
de laboratorio por aproximadamente vinte anos (Guedes et al. 1994, 1995,
Ribeiro et al. 2003). As outras duas populagbes sédo altamente resistentes a
piretréides. Uma delas foi coletada em moinho de grdos no municipio de Juiz
de Fora/MG, no inicio de 1999 e foi estabelecida em laboratério a partir de 500
individuos. Esta populagdo apresenta um desempenho inferior em um
ambiente sem inseticida (Fragoso et al., 2003; 2005). A segunda populacéo

resistente foi coletada originalmente em unidades armazenadoras de sementes
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de milho em Jacarezinho/PR no final da década de 80. esta populagdo possui
alta resisténcia a DDT e piretroides, porém néo apresenta desempenho inferior
na auséncia do inseticida (Fragoso et al., 2003; Oliveira et al., 2007).

As trés populagbes foram criadas em potes contendo grédos de milho
isentos de inseticidas e mantidas em condi¢des controladas de temperatura (25
+ 2°C), umidade (70 = 5%) e fotoperiodo (LD 12:12h).

4.3. Determinagéo da atividade de amilase

Os ensaios para determinacdo da atividade de amilase foram feitos em
triplicata utilizando kit da BIOCLIN (referéncia: K003, QUIBASA — Quimica
Bésica Ltda, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), contendo substrato e
reagente de cor. A reacdo é baseada na cinética de tempo fixo (Caraway,
1955). Os ensaios foram realizados incubando 5 pL de amostra enzimatica com
250 pL de substrato de amido (0,4g.L™* em tampé&o fosfato de sédio 100mM, pH
7,0) a 37°C. Ap6s 7 minutos e meio, a reacgdo foi paralisada pela adigcdo do
reagente de cor (solucdo de iodo) e diluida em 2000 pL de &gua destilada. A
leitura foi feita em comprimento de onda de 620 nm. Uma unidade de enzima é
a quantidade que hidrolisa 10 mg de amido em 30 minutos a 37 ‘C. A atividade

foi expressa em Unidades de Amilase.dL™.

4.4. Determinacdo da concentracdo de proteina

Para determinar o teor protéico das amostras enzimaticas foi utilizada a
metodologia descrita por Bradford (1976). Para os ensaios foram utilizados
100 pL da amostra enzimatica (diluida 10x), 700 pL de agua destilada e 200 pL
do reagente de Bradford 5X. Apos 15 min de reacéo foi feita a leitura a 595 nm
e os valores de absorbancia foram convertidos em concentracdo de proteina
utilizando uma curva padrdo feita com 0 a 20 pg de BSA (albumina sérica
bovina). O teor de proteina foi expresso em mg de proteina por mL de amostra
enzimatica.

O reagente de Bradford 5X, foi preparado misturando-se 100 mg de
Comassie Brilhant Blue G-250, 50 mL de etanol 95% (v/v) e 100 mL de &cido
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fosforico 85% (v/v). A mistura foi deixada sob agitacdo e, apos a solubilizacao,
0 volume foi completado para 200 mL e a solugéo filtrada em papel Whatman
n°l. O método baseia-se no desenvolvimento da cor, em func¢ao da ligacdo da

proteina com o pigmento Comassie Brilhant Blue G-250.

4.5. Purificagdo das a-amilases de S. zeamais

Para obtencdo do extrato bruto (EB), foram pesados 10,5 gramas de
insetos adultos ndo-sexados de cada populagéo. Os insetos foram imobilizados
com nitrogénio liquido e macerados. Em seguida, adicionou-se tampéo acetato
de s6dio 20 mM, pH 5,0, contendo 20 mM de NaCl e 0,1 mM de CacCl, na
propor¢cdo de 3 mL para cada 1 g de inseto, conforme descrito por Baker &
Woo (1985). O extrato foi filtrado em gaze e centrifugado a 5300 g por
40minutos. O sobrenadante foi entdo recentrifugado para facilitar a eliminagéo
da porcao lipidica.

O extrato bruto obtido foi submetido a didlise em tampdo acetato de
sédio 20 mM, pH 5,0, contendo 20 mM de NaCl e 0,1 mM de CacCl, durante 20
horas a 4 °C. Apos didlise, a amostra foi centrifugada novamente a 5300 g por
30 minutos. O sobrenadante (extrato soltvel) foi submetido a uma precipitagdo
com glicogénio conforme procedimento de Loyter & Schramm (1962). In vitro, a
enzima hidrolisa as ligacdes a-1,4 do glicogénio, mas ndo atua sobre as
ligagbes a-1,6 responsaveis pela estrutura altamente ramificada da molécula.
Além disso, as ramifica¢des prejudicam a atividade da a-amilase por impedir
seu acesso as ligacdes a-1,4 presentes. Assim, a precipitacdo é fundamentada
na alta especificidade de ligacdo e na reduzida atividade catalitica da enzima
sobre o glicogénio a 4 °C. A enzima se liga ao substrato formando um
complexo que se precipita em solugédo 40% etanol. Dessa forma, grande parte
das proteinas presentes na solu¢cdo, mas que ndo possuem afinidade pelo
glicogénio, € eliminada no processo.

Inicialmente, foi preparada uma solugéo contendo 40% de etanol com o
extrato soluvel. Sob agitagdo, para cada 1000 yL dessa amostra, adicionou-se
180 pL de tampéo acetato de sédio, 200 pL de solugao 2% de glicogénio e 240

uL de etanol 95% para que se formasse um complexo glicogénio-amilase que é
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insolivel em solugdo 40% etanol a 4 °C. ApdGs centrifugagdo (5000 g por 6
minutos), o precipitado contendo o complexo glicogénio-amilase foi
ressuspendido em 700 pL de tampéo Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, contendo 0,1
mM de CaCl; e incubado a 37 °C por 1 hora para remover o glicogénio por
hidrdlise.

A amostra proveniente da precipitagdo foi entdo submetida a
cromatografia de troca i6nica em coluna de DEAE-Sephacel (10 x 2 cm),
previamente equilibrada com tampao Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, contendo 0,1
mM de CaCl,. As proteinas da amostra que ndo se ligaram a resina foram
eluidas com 30 mL do mesmo tampéo, seguidas por um gradiente salino
formado por 40 mL do tampéo Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, contendo 0,1 mM de
CaCl, e 40 mL do mesmo tampéo acrescido de 0,4 M de NaCl. A cromatografia
foi realizada a 4 °C, com fluxo de 0,5 mL.minuto™. FracOes de 1,5 mL foram
coletadas e monitoradas com leitura de Abs a 280 nm. Fracfes proximas que

apresentaram atividade de a-amilase foram reunidas.

4.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese em gel de poliacrilamida (12%), contendo SDS e B-
mercaptoetanol foi realizada conforme descrito por LAEMMLI (1970). Os géis
foram preparados a partir de solucdo estoque de acrilamida/N,N-metileno
bisacrilamida (bis) 30% (p/v), tamp&o Tris/HCI 1,5 mol.L™, pH 8,8 para o gel
separador, e tampdo Tris/HCI 0,5 mol.L™*, pH 6,8 para o gel empilhador,
persulfato de aménio 10% (p/v), dodecil sulfato de sodio (SDS) 10% (p/v), e
N,N,N,N-tetrametil-etilenodiamino (TEMED). A corrida eletroforética foi
realizada a temperatura ambiente, a 220 V, em placas do Sistema Mini-Gel da
Sigma Chemical Co. As amostras submetidas a eletroforese foram adicionadas
ao tampao de amostra desnaturante 3 vezes concentrado (0,19 M Tris/HCI pH
6,8, 2,3 % p/v de SDS, 1 % v/v de glicerol, 5 % v/v de B-mercaptoetanol e azul
de bromofenol), fervidas durante 5 minutos e aplicadas no gel (LAEMMLI,
1970).

Os marcadores de massa molecular utilizados foram: albumina bovina
(66 kDa), albumina de ovo (45 kDa), gliceraldeido-3P-desidrogenase (36 kDa),
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anidrase carbonica (29 kDa), tripsinogénio (24 kDa), inibidor de tripsina (20
kDa) e a-lactoalbumina (14 kDa).

As proteinas presentes nos géis foram reveladas, por 2 horas, com a
seguinte solugéo corante: 0,5 g de Coomassie Brilliant Blue R 0,025%, 225 mL
de metanol, 50 mL de acido acético glacial e 225 mL de agua destilada . Em
seguida, o gel foi deixado em solugéo descolorante (60 mL de metanol, 145 mL

de &cido acético e 10 mL de agua destilada) por 24 horas.

4.7. Caracterizagdo bioquimica e cinética das a-amilases das populacdes

de S. zeamais
4.7.1. Efeito do pH sobre a atividade da enzima

O efeito do pH sobre a atividade das a-amilases fol verificado utilizando
solucées de amido 0,4 g.L™ em tamp&o Mclivaine (Mcllvaine, 1921) nos valores
de: 3,0; 3,6; 4,0; 4,6; 5,0; 5,6; 6,0; 6,6; 7,0 e 7,6. Utilizou-se também solucdes
0,4 g.L'l de amido em tampéao Tris-HCI 50 mM nos valores de pH 8,0 e 8,5. A
amostra enzimatica (5 pL) foi incubada com 250 pL das solu¢cbes de amido por
7 minutos e meio a 37°C. A reacdo foi paralisada pela adicdo de 250 pL do

reagente de cor e diluida com 2000 pL de agua destilada.

4.7.2. Efeito da temperatura sobre a atividade da enzima

O efeito da temperatura sobre a atividade das a-amilases foi
determinada realizando ensaios utilizando o kit de amilase nas mesmas
condigdes ja descritas. O ensaio enzimatico foi realizado nas temperaturas: 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 °C.

4.7.3. Efeito do fon cloreto sobre a atividade da enzima

O efeito de concentragfes crescentes do ion ClI na atividade da enzima
foi verificado. Para isso 5 pL da amostra enzimética foi incubada com 250 pL

de tampé&o fosfato 100 mM, pH 7,0, contendo as seguintes concentragdes de
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NaCl: 0,0; 0,25; 5,0; 10; 15; 20; 25 e 30 mM. Apdés 20 minutos de reacao
adicionou-se 250 pL da solugéo de amido 0,4g.L™* com concentraces de NaCl
correspondentes. Apds 7 minutos e meio, a reacdo foi paralisada pela adigcéo
de 250 pL do reagente de cor e diluida com 1750 pL de 4gua destilada. Leitura

feita a 620 nm.

4.7 .4. Efeito de inibidores sobre a atividade da enzima
47.4.1. Inibidor acarbose

O ensaio de inibicdo da atividade de amilase foi realizado incubando 5
pL da amostra enzimatica com 250 pL da solugcédo de amido do kit contendo as
seguintes concentragdes crescentes do inibidor: 0; 5; 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70
e 80 mM. ApdOs 7 minutos e meio, a reagao foi paralisada pela adicdo de 250 pL

do reagente de cor e diluida com 2000 pL de 4gua destilada.

4.7.4.2. Inibidor Triticum aestivum

A determinacédo da atividade de amilase na presenca desse inibidor foi
realizada da mesma forma como descrita acima. Entretanto, as concentracdes
do inibidor utilizadas foram: 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,5; 3,5; 4,5 e 5,5 ug de proteina

mLL.

4.7.5. Determinagao do grau de glicosilacéo da enzima

Para verificar se as a-amilases purificadas das populagbes de S.
zeamais possuiam polissacarideos associados a sua estrutura protéica, foi
estimado o grau de glicosilagdo da enzima seguindo procedimento descrito por
Dubois et al. (1956). No ensaio foram utilizados 400 pL de amostra enzimatica,
200 pL de solucédo fenol 5% e 1000 pL de acido sulfarico concentrado. A
mistura de reagao foi incubada a 28 °C por 15 minutos. A leitura da amostra foi

feita em 490 nm e os valores de absorbancia foram convertidos em
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concentragcdo de acucar utilizando uma curva padréo feita com 0 a 70 pg de

glicose.

4.7.6. Determinacdo da constante de Michaelis-Menten (Ky) e velocidade

maxima (Vmax)

Os valores de Ky e Vmax para as a-amilases das trés populagdes de S.
zeamais foram obtidos pela incubacdo de 5 yL da amostra enzimatica em 250
gL tampado fosfato 100 mM, pH 7,0, contendo amido nas seguintes
concentragdes: 0,04; 0,08; 0,12; 0,20; 0,30; 0,40; 0,50; 0,75; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5;
3,0 e 4,0 g.L™". Ap6s 7 minutos e meio a reacéo foi paralisada pela adigéo de
250 yL do reagente de cor (iodo). Os ensaios foram diluidos pela adi¢cao de
2000 pL de agua destilada para proceder a leitura de absorbancia (620nm). Os
valores de absorbancia foram convertidos em UA.dL' e os dados foram

analisados utilizando-se o programa Sigma Plot (SPSS, 2000).

4.7.7. Andlise Estatistica

Os dados da concentragdo dos inibidores que promovem 50% de
inibicdo (Cl 50) foram sujeitos a analise de PROBIT utilizando o procedimento
PROCPROBIT do SAS (SAS Institute, 2001). Os dados dos parametros
cinéticos (Ku € Vmax) foram submetidos a andlise de variancia de variancia
(ANOVA), seguido por teste de média (Fisher).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Purificagédo das a-amilases das populagfes de S. zeamais

No presente estudo, as a-amilases de trés populacbes de S. zeamais

que diferem em relacdo a susceptibilidade a inseticidas piretroides foram
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purificadas e caracterizadas. O resumo dos resultados obtidos em cada etapa

de purificagédo pode ser observado na Tabela 1.

Tab. 1: Etapas da purificagdo de a-amilases de uma populacdo susceptivel e
de duas populagdes resistentes a piretroides (resistente sem custo e resistente
com custo) de S. zeamais.

Fracéo Populagdo Proteina Atividade Atividade Volume Fator de Rendimento
(mg/dL) (UA/DL) especifica Final Purificacéo (%)
(UA/dL/mg (dL)
ptn)
Extrato Susceptivel  0,0761 470 6176 0,230 1,00 100
Bruto
Resistente 0,0822 477 5803 0,240 1,00 100
sem custo
Resistente 0,0694 416 5994 0,220 1,00 100
com custo
Extrato Susceptivel  0,0496 473 9536 0,190 1,54 83
solavel
Resistente 0,0468 467 9979 0,210 1,72 86
sem custo
Resistente 0,0431 457 10603 0,200 1,77 100
com custo
Precipitacdo  Susceptivel 0,0031 348 112258 0,180 18,18 58
Glicogénio
Resistente 0,0044 367 83409 0,190 14,37 61
sem custo
Resistente 0,0040 274 68500 0,140 11,43 42
com custo
DEAE- Susceptivel  0,0011 509 462727 0,045 74,92 21
Sephacel
Resistente 0,0014 543 387857 0,045 66,85 21
sem custo
Resistente 0,0005 383 766000 0,045 127,79 19
com custo

Durante todas as etapas, a atividade da enzima foi determinada

utiizando amido como substrato, conforme descrito no

item 4.3 e, a

concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford, como

descrito no item 4.4.

Pela andlise da tabela, podemos observar que houve diferengcas na

atividade e na atividade especifica das a-amilases purificadas das trés

populacdes de S. zeamais.
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A precipitagdo com glicogénio feita no extrato soltvel obtido dos insetos
pertencentes a populacdo susceptivel & piretroides resultou num fator de
purificagéo de 18,18 vezes, um rendimento de 58% com uma atividade de 348
UAdL" e atividade especifica de 112258 UA.dL*.mg ptn"t. O fator de
purificacdo obtido da precipitacdo relalizada no extrato soluvel da populagédo
resistente sem custo foi de 14,37 vezes, com um rendimento de 61%, atividade
de 367 UA.L" e uma atividade especifica de 83409 UA.dL .mg ptn"!. Na
populacdo resistente com custo adaptativo, a precipitagdo com glicogénio
gerou um fator de purificagdo de 11,43 vezes, com um rendimento de 42%,
uma atividade de a-amilase de 274 UA.dL™ e uma atividade especifica de
68500 UA.dL™*.mg ptn™ (tabela 1).

Outros trabalhos, que utilizaram a precipitagdo de glicogénio como uma
das etapas do processo de purificagéo, obtiveram resultados semelhantes aos
encontrados para as a-amilases das trés populagdes de S. zeamais em relacéo
ao rendimento e fator de purificagdo. Baker & Woo (1985), ao purificar a-
amilases de S. oryzae, obtiveram um rendimento de 70% e um fator de
purificagéo de 20,8 vezes. Baker (1991) purificou a-amilases de Rhyzopertha
dominica e encontrou um rendimento de 53% e um fator de purificacéo de 11
vezes.

Comparagdes em relacdo as atividades de a-amilases das populagfes
de S. zeamais com outros trabalhos ndo foram possiveis, uma vez que a
definicdo de uma unidade de enzima varia conforme o método utilizado para se
avaliar a atividade. Neste trabalho, uma unidade de a-amilase foi definida como
a quantidade de enzima que hidrolisa totalmente 10 mg de amido em 30
minutos a 37 °C. Na purificagéo da a-amilase de C. chinensis, uma unidade da
enzima foi definida como a quantidade que produz 1 mg de maltose em 10
minutos a 37 °C (Podoler & Applebaum, 1971) e, na purificagéo de a-amilases
de R. dominica, uma unidade foi considerada como sendo a quantidade de
enzima que produz 1 mg de maltose por minuto a 30 °C (Baker, 1991).

O sobrenadante obtido da precipitacdo com glicogénio foi submetido a
cromatografia em coluna de troca idnica DEAE-Sephacel, equilibrada com
tampé&o Tris-HCI| 20 mM, pH 7,5, contendo 0,1 mM de CacCl,. O perfil de eluicéo
da enzima da populacdo susceptivel evidencia um Unico pico simétrico com

atividade de a-amilase (fragbes 24 a 26) (figura 5). Nessa etapa houve um
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acréscimo no fator de purificagdo de 74,92 vezes em relagdo ao extrato bruto.
O rendimento foi de 21% com uma atividade de 509 UA.dL™" e uma atividade
especifica de 462727 UA.dL™.mg ptn-™.

A populagéo resistente sem custo, em seu perfil de eluicdo, apresentou
trés picos protéicos com atividade de a-amilase (figura 6), sendo utilizado como
fonte da enzima, para os ensaios posteriores, somente as fracdes responséveis
pelo pico de maior atividade (fragbes 37 a 39), jA que os demais picos
apresentaram uma atividade de amilase muito baixa. O rendimento foi igual ao
da populacdo susceptivel (21%), com um fator de purificacdo de 66,85 vezes,
atividade total de 543 UA.dL™ e uma atividade especifica de 387.857 UA.dL’
! mg ptnt.

O perfil de eluicdo obtido da amostra enzimética da populacéo resistente
com custo € mostrado na figura 7. Podemos observar dois picos protéicos bem
separados que apresentaram atividade de a-amilase, sendo que somente as
fragBes responsaveis pelo pico de maior atividade (33 a 35) foram utilizadas
como fonte da enzima purificada para realizar os ensaios subsequentes. O
rendimento obtido foi de 19%, com uma atividade de 383 UA.dL™, uma
atividade especifica de 766000 UA.dL™.mg ptn™! e um fator de purificacdo de
127,79 vezes.

32



700 018 04
600 - - 0,15
- 0,3
<~ 500 FIT-\ '
_Bf - 0,12 _El _
< 400 = =
S - 0,09 % 02 5
E 300 £ S
2 - 0,06 ©
< 200 I,
100 B 0,03
0 000 Lo00

Fracdes (mL)

Fig. 5: Perfil cromatografico de eluicao da fracdo submetida a precipitacdo com
glicogénio contendo atividade de a-amilase da populagdo de S. zeamais
susceptivel a piretroides em resina DEAE-Sephacel. (o) Atividade de amilase,
(o) concentracéo de proteina e (=) gradiente crescente de NaCl (0 a 0,4M).
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Fig. 6: Perfil cromatografico de eluicao da fracdo submetida a precipitacdo com
glicogénio contendo atividade de a-amilase da populagdo de S. zeamais
resistente a piretréides (sem custo) em resina DEAE-Sephacel. (o) Atividade de

amilase, (o) concentracdo de proteina e () gradiente crescente de NaCl (0 a
0,4M).
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Fig. 7: Perfil cromatografico de eluicéo da fracdo submetida a precipitacdo com
glicogénio contendo atividade de a-amilase da populagdo de S. zeamais
resistente a piretréides (com custo) em resina DEAE-Sephacel. (o) Atividade de
amilase, (o) concentrac@o de proteina e (-) gradiente crescente de NaCl (0 a
0,4M).

A capacidade de um organismo em expressar mais de uma forma de a-
amilase é um fato que pode ser facilmente observado na literatura (Baker,
1983; Nagaraju & Abraham, 1995; Yafez et al., 1998). Essas formas mdltiplas
da enzima, chamadas de isoenzimas, podem ocorrer na mesma espécie, no
mesmo tecido e até na mesma célula. Diferentes isoenzimas séo codificadas
por diferentes genes e, modificacdes pos-traducionais em cada uma delas,
originam as varias isoformas. (Lenhinger, 2000)

O perfil de eluicho das amostras enziméticas obtidas das duas
populacdes resistentes evidenciou a presenca de mais de um pico com
atividade de a-amilase. Esse fato sugere que, nessas populacdes, pode estar
ocorrendo a produgéo de isoformas da enzima que possuem cargas liquidas
diferentes e que, por isso, eluiram de forma diferenciada. Baker (1987), por
andlise de zimogramas de a-amilases, ja havia relatado a existéncia de

variagdes na composi¢cdo de isoformas de a-amilases entre populacdes de
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Sitophilus spp. provenientes de varias regibes. No entanto, ndo foi detectada
nenhuma correlagdo aparente entre origem geogréfica e padrdo de isoformas
expressadas nas populagdes.

Durante o processo de eluigdo, a obtengdo de um Unico e simétrico pico
com atividade de a-amilase néo significa necessariamente a presenca de uma
Unica isoforma da enzima. Num mesmo pico podem estar presentes mais de
uma forma de a-amilase que ndo puderam ser separadas pelo processo
cromatografico utilizado. Esse fato foi relatado por Baker & Woo (1985) na
purificacdo de duas a-amilases de S. oryzae que foram eluidas juntas, j& que
possuiam valores de pontos isoelétricos muito proximos (3,70 e 3,76). Assim, é
possivel que haja mais de uma isoforma de a-amilase nos picos protéicos
obtidos de cada populacdo. Para comprovar esse fato, seria necessaria a
realizacdo de uma focalizacéo isoelétrica nas fragdes recolhidas da coluna que
apresentaram atividade.

Nagajaru & Abraham (1995) reportaram a existéncia de cinco isoformas
de a-amilase no extrato bruto de Antheraea mylitta pela analise dos padrdes de
banda formados em eletroforese em gel nativo. ApGs trés passos de
purificagéo, eles obtiveram dois picos com atividade de a-amilase. O pico
protéico com maior atividade amilasica foi submetido a uma eletroforese em gel
nativo e a uma focalizagdo isoelétrica que evidenciaram a presencga de cinco
bandas no gel, indicando que aquele pico proteico continha todas as isoformas
de a-amilase que foram antes detectadas no extrato bruto.

A presenca de diferentes isoenzimas de a-amilases tem sido reportada
em outras espécies de insetos como T. castaneum (Chen et al.,, 1992), R.
dominica (Baker 1991), A. grandis (Oliveira-Neto et al., 2003) e A. obtectus
(Franco et al., 2005).

5.2. Determinacdo do grau de pureza e da massa molecular das a-

amilases das populagdes S. zeamais

Para acompanhar a eficiéncia das técnicas de purificagdo empregadas,
amostras de cada etapa foram submetidas a eletroforese em gel de

poliacrilamida 12%, sob condi¢cGes desnaturantes. O perfil de migragédo das
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proteinas presentes em cada etapa da purificacdo das a-amilases da
populacao resistente sem custo é mostrado na Figura 8.
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Fig. 8: Eletroforese desnaturante (SDS-PAGE 12%), corada com Coomassie
Brilliant Blue, das etapas de purificacdo da a-amilase da populacdo de S.
zeamais resistente a piretroides sem custo adaptativo. (1) Marcadores
moleculares, (2) extrato bruto, (3) extrato sollvel, (4) precipitacdo com
glicogénio, (5) fracdo 56 e 57 reunidas, (6) fracéo 37, (7) fracdo 38, (8) fracéo
39 e (9) fragbes 37,38 e 39 reunidas.

Podemos observar claramente uma Unica banda protéica na raia relativa
a precipitacdo com glicogénio e nas raias correspondentes as fracdes
recolhidas da coluna que apresentaram atividade de a-amilase. A precipitacdo
com glicogénio representou uma etapa crucial no processo, pois eliminou a
maioria das proteinas contaminantes. Pela migracdo das bandas no gel, ficou
evidente também que as fracdes referentes aos diferentes picos proteicos
continham isoformas de a-amilases de mesma massa molecular, mas com
cargas diferentes, ja que foram eluidas em picos distintos (enzimas nas fracdes
37, 38 e 39 eluiram no primeiro pico protéico e aquelas presentes nas fracdes
56 e 57 eluiram no ultimo pico).
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Os perfis eletroforéticos obtidos dos passos de purificacdo das a-
amilases nao revelaram diferengas, sendo praticamente iguais para as trés
populacdes estudadas. O gel da figura 9 representa o perfil eletroforético da
populacdo susceptivel a piretroides. A a-amilase purificada, presente nas
fracdes 24, 25 e 26 reunidas, migrou no gel de SDS-PAGE como uma Unica
banda, confirmando o alto grau de pureza da proteina e a eficicia do protocolo
de purificag&o utilizado.

Para se calcular o valor das massas moleculares das a-amilases
purificadas, uma regresséo linear foi calculada correlacionando-se o logaritmo
das massas moleculares dos marcadores utilizados com a distancia percorrida
no gel SDS-PAGE (dados ndo mostrados). A partir da equacdo de regressao
obtida, estimou-se uma massa molecular aproximada de 53,7 kDa para as a-
amilases das trés populagdes de S. zeamais.

1 3 4 5 6 KD:
e e 116,%
‘ \ pr—— 66.41

34,62
o— 14,31
il F
w 6.52

Fig. 9: Eletroforese desnaturante (SDS-PAGE 12%), corada com Coomassie
Brilliant Blue, das etapas de purificacdo da a-amilase da populacdo de S.
zeamais susceptivel piretrdides. (1 e 6) Marcadores moleculares, (2) extrato
bruto, (3) extrato solavel, (4) precipitacdo com glicogénio, (5) fracdes 24, 25 e
26 reunidas, e (—) indica a a-amilase purificada com massa molecular
aproximada de 53,7 kDa.
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O valor da massa molecular encontrado para as a-amilases das
populagbes de S. zeamais é consistente com aqueles relatados na
literatura. Para a-amilases de insetos, as massas moleculares estimadas estdo
numa faixa de 45 a 65 kDa (Baker, 1991). A massa molecular para a a-amilase
purificada de S. oryzae foi estimada em 56 kDa (Baker & Woo, 1985). Para a-
amilase de T. molitor, obteve-se um valor de 51,3 kDa (Strobl et al., 1998) e as
massas moleculares de duas isoformas de a-amilase purificadas de R.
dominica foram de 55 e 57 kDa (Baker, 1991). No entanto, existem excegoes.
Em A. obtectus uma das isoformas purificadas apresentou uma massa
molecular de 35 kDa (Franco et al., 2005) e em Z. subfasciatus foram
detectadas duas isoformas de a-amilases com massas moleculares de 65 e

81,3 kDa (Silva et al., 1999).

5.3. Caracterizacdo bioquimica e cinética das a-amilases purificadas das

populacbes de S. zeamais
5.3.1. Efeito do pH

A atividade das a-amilases purificadas das trés populagbes de S.
zeamais foram avaliadas numa faixa de pH de 3,0 a 8,6. Uma Unica curva
simétrica foi obtida para cada enzima (figura 10) e todas apresentaram uma
atividade de a-amilase maior numa faixa de pH 4,6 a 6,0. As a-amilases das
populagBes susceptivel e resistente sem custo apresentaram um pico de maior
atividade em pH 5,0. A curva de pH aumentou rapidamente, a partir do pH 3,6,
para a enzima da populacéo resistente sem custo e, a partir do pH 4,0, para as
a-amilases das outras duas populacdes de S. zeamais. A partir do pH 7,0, a

curva de atividade decaiu bruscamente para as trés populagdes analisadas.
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Fig. 10: Efeito do pH sobre a atividade da a-amilase purificada de uma
populagdo susceptivel e de duas populagbes resistentes a piretroides

(resistente com custo e resistente sem custo) de S. zeamais. Cada simbolo
representa a média de 3 repeticdes.

As a-amilases de insetos apresentam maior atividade numa faixa de pH
neutra a levemente acida (Baker, 1983; Terra et al., 1996). Em varios
coledpteros, o pH de maior atividade de a-amilases esta numa faixa de 4,0 a
6,0, como relatado em : C. chinensis (pH 5.3) (Podoler & Applebaum, 1971), T.
castaneum (pH 4.6-5.2) (Applebaum & Konijn, 1965) e T. molitor (pH 5.8)
(Buonocore et al., 1976). O valor de pH de maior atividade para a a-amilase de
S. zeamais foi de 4,75, segundo Baker (1983), o que € consistente com 0s
valores de pH encontrados para as trés populacdes de S. zeamais abordadas.

Em contraste, algumas espécies de insetos mostram uma maior
atividade de a-amilase numa faixa de pH alcalina, como ocorre em B. mori (pH
9,2) (Abraham et al.,, 1992) e em A. mylitta (pH 9,5) (Nagajaru & Abraham,
1995).
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5.3.2. Efeito da temperatura

As enzimas purificadas foram avaliadas na faixa de temperatura de 5 a
60 °C. As a-amilases das trés populagbes se mostraram consideravelmente
ativas na faixa de temperatura de 30 a 40 °C. A partir de 40 °C, a atividade
decaiu bruscamente nas trés populagdes (figura 11). A faixa de temperatura de
maior atividade da a-amilase purificada de P. truncatus também foi de 30 a 40
°C (Mendiola-Olaya et al., 2000) e a a-amilase de E. integriceps apresentou
uma maior atividade numa faixa de temperatura de 25 a 40 °C (Kazzazi et al.,
2005).
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Fig. 11: Efeito da temperatura sobre a atividade da a-amilase purificada de uma
populagdo susceptivel e de duas populagbes resistentes a piretroides
(resistente com custo e resistente sem custo) de S. zeamais. Cada simbolo
representa a média de 3 repeticdes.
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5.3.3. Efeito do ion cloreto (CI")

Ativacao pelo ion cloreto € uma caracteristica frequentemente observada
em muitas a-amilases de mamiferos, bactérias e insetos (Buonocore et al.,
1976; Terra et al., 1977; Baker, 1983). O efeito do ion cloreto sobre a atividade
das a-amilases purificadas foi, portanto, avaliado. As a-amilases das trés
populagBes ndo mostraram qualquer alteragdo em suas atividades quando pré-
incubadas em diferentes concentracdes de NaCl (figura 12). No entanto, Baker
(1983) havia reportado que a atividade de a-amilase no extrato preparado com
intestinos de larvas de S. zeamais, dissecadas em agua destilada, foram
significativamente ativadas pela pré-incubagdo com NaCl. Concentragbes
inferiores a 0,1 mM foram suficientes para ativagéo da enzima.

Na purificagdo das a-amilases das trés populagbes de S. zeamais foi
utilizado um gradiente crescente de NaCl, cuja concentragéo variou de 0 a 0,4
M. Dessa forma, as fragdes obtidas da coluna que continham a enzima
purificada também possuiam uma concentracdo do ion CI' muito superior a
necesséaria para a ativagdo da enzima. Esse fato justifica a ndo alteracdo da
atividade das a-amilases quando determinada em diferentes concentragdes do

fon.
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Fig. 12: Efeito do ion CI sobre a atividade especifica da a-amilase purificada de
uma populacdo susceptivel e de duas populacdes resistentes a piretroides
(resistente com custo e resistente sem custo) de S. zeamais. Cada simbolo
representa a média de 3 repeticdes.

5.3.4. Efeito de inibidores

A acarbose representa um potente inibidor de a-amilases provenientes
das mais diversas fontes (Brzozowski & Davies, 1997; Ferey-Roux et al., 1998;
Koukiekolo et al.,, 1999; Oudjeriouat et al., 2003). Portanto, o efeito de
concentragdes crescentes de acarbose sobre a atividade das a-amilases
purificadas foi avaliado. O inibidor se mostrou efetivo em inibir parcialmente as

a-amilases das trés populagdes de S. zeamais (figura 13).
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Fig. 13: Efeito do inibidor acarbose na atividade especifica da a-amilase
purificada de uma populagéo susceptivel e de duas populagfes resistentes a
piretréides (resistente com custo e resistente sem custo) de S. zeamais. Cada
simbolo representa a média de 3 repeticdes.

A porcentagem de inibicdo causada pela maior concentragdo de
acarbose também foi calculada. Para isso, considerou-se a atividade da enzima
incubada sem inibidor como 100%. Assim, a maior concentracéo de acarbose
usada inibiu aproximadamente 53% da atividade enzimatica na populacéo
resistente sem custo, 65% na populagéo resistente com custo e inibiu 67% da
atividade na populacéo susceptivel de S. zamais.

O inibidor protéico extraido de Triticum aestivum também se mostrou
efetivo em inibir parcialmente as a-amilases das trés populacdes de S. zeamais
(figura 14). A maior concentra¢do do inibidor promoveu, na a-amilase purificada
da populagao resistente sem custo, uma inibicdo de aproximadamente 38% da
atividade. A atividade da enzima da populagéo susceptivel foi inibida em 49% e

a inibicdo da a-amilase da populagédo resistente com custo foi de 64%.
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Fig. 14: Efeito do inibidor Triticum aestivum na atividade especifica da o-
amilase purificada de uma populacdo susceptivel e de duas populagbes
resistentes a piretroides (resistente com custo e resistente sem custo) de S.
zeamais. Cada simbolo representa a média de 3 repeticdes.

Valores de Cl 50 (concentragdo do inibidor que inibe 50% da atividade
da enzima) para acarbose e T. aestivum foram calculados para as a-amilases
das trés populagdes. Os resultados mostrados na Tabela 2 evidenciam que
houve diferengas significativas nos valores de Cl 50 para acarbose e T.
aestivum entre as enzimas das populagdes. Os valores de Cl 50 foram maiores
para a populacdo resistente sem custo indicando que a a-amilase dessa
populagdo é menos sensivel aos inibidores do que as outras duas. Em
contrapartida, a a-amilase da populagdo resistente com custo apresentou um
valor de CI 50 para acarbose bem inferior em relagéo aos apresentados pelas
enzimas das populagBes susceptivel e resistente sem custo, refletindo sua

maior sensibilidade em relagdo ao efeito inibidor da acarbose.
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Tab. 2: Valores Cl 50 (concentragédo do inibidor que inibe 50% da atividade da
enzima) para acarbose e inibidor T. aestivum em ensaios de inibi¢c&o in vitro de
a-amilases purificadas de uma populacdo susceptivel e de duas resistentes a
piretréides (sem custo e com custo) de S. zeamais. Valores seguidos por uma
mesma letra n&o diferem significativamente pelo teste de Fischer (p<0.05).

Populacéo CI 50 Acarbose CI 50 Triticum aestivum
(mM) (u de proteina)
Susceptivel 41,014 b 4,890 b
Resistente sem custo 63,797 a 6,384 a
Resistente com custo 24,487 ¢ 4,220 b

5.3.5. Grau de glicosilagéo das enzimas purificadas

Fenol, na presenca de &cido sulfirico, pode ser usado para
determinagdo quantitativa de polissacarideos como descrito por Dubois et al
(1956). O método foi aplicado para se estimar o grau de glicosilacdo das a-
amilases das populacdes de S. zeamais. As enzimas purificadas, quando
submetidas ao ensaio contendo solugdo 5% fenol e &cido sulfarico
concentrado, provocaram o aparecimento de uma coloragéo amarela indicando
a presenca de carboidratos em suas estruturas, sendo, portanto, glicoproteinas.
A porcentagem de carboidratos nas enzimas foi calculada como sendo de 16%
na populacéo susceptivel, 11 % na populacdo resistente com custo e 10% na
populacéo resistente sem custo.

A glicosilacdo representa a principal modificagéo covalente modulando a
estrutura e a funcdo das proteinas secretérias em eucariotos. Dependendo da
proteina, o grupo carboidrato pode desempenhar papéis multiplos como: o
controle da conformacgéo, estabilidade, protecdo contra a degradacgéo
proteolitica, modulacdo da atividade da enzima e reconhecimento celular
(Rademacher et al., 1988; Matthews, 1993).

Tem sido detectada a presencga de glicosilagdo em a-amilases obtidas
de vérias fontes. S&o glicoproteinas: a a-amilase de arroz (Miyata & Akazawa,

1982), a-amilase pancreatica suina (Beaupoil-abadie et al., 1973), a-amilase
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pancreatica humana (Ferey-Roux et al., 1998) e a a-amilase da levedura

Schwanniomyces occidentalis (Yafez et al., 1998).

5.3.6. Parametros cinéticos

O efeito da concentragdo do substrato amido na velocidade das reagdes
catalisadas pelas a-amilases purificadas das trés popula¢des de S. zeamais foi
determinado pela curva de Michaelis-Menten. Os valores dos parametros
cinéticos Ky e Vmax das a-amilases purificadas estéo representados na Tabela
3.

Tab. 3: Parametros cinéticos Ky e Vuax obtidos para a-amilases purificadas de
uma populagdo susceptivel e duas resistentes a piretroides (sem custo e com
custo) de S. zeamais, determinados pela curva de Michaelis-Menten. Valores
seguidos pela mesma letra numa coluna ndo diferem significativamente pelo
teste de Fischer (p<0.05).

Populacéo Kwv (9.L") Vimax

Susceptivel 0,236 a 640,086 a
Resistente sem custo 0,227 a 674, 340 a
Resistente com custo 0,140 b 500,120 b

*Concentrac&o de proteina nas fracBes purificadas (mg.dL™): Susceptivel= 0,0011,

Resistente sem custo= 0,0014, Resistente com custo= 0,0005.

N&o houve diferencas significativas entre os valores de Ky e Vmax
encontrados para as a-amilases da populacdo susceptivel e resistente sem
custo. No entanto, o valor de Ky para a a-amilase da populagéo resistente com
custo foi bem menor indicando que essa enzima possui uma maior afinidade
pelo substrato utilizado.

As populagcbes de S. zeamais apresentaram curvas de velocidade do
tipo hiperbdlica (Figuras 15, 16 e 17) indicando que as trés a-amilases
purificadas seguem a cinética de Michaelis-Menten na faixa de concentracao

do substrato utilizada.
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Fig. 15: Efeito da concentracdo do substrato na velocidade da reagéo
catalisada pela amilase purificada da populacdo de S. zeamais suscetivel a
piretréides determinada pela curva de Michaelis Menten (A) e Duplo Reciproco

(B).
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Fig. 16: Efeito da concentracdo do substrato na velocidade da reacéo
catalisada pela amilase purificada da populacdo de S. zeamais resistente a
piretréides (sem custo), determinada pela curva de michaelis Menten (A) e
Duplo Reciproco (B).
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Fig. 17: Efeito da concentracdo do substrato na velocidade da reacéo
catalisada pela amilase purificada da populacdo de S. zeamais resistente a
piretréides (com custo), determinada pela curva de Michaelis Menten (A) e
Duplo Reciproco (B).

Apesar da suspeita inicial de que desbalangos energéticos causados
pela resisténcia levam a custos fisioldgicos que refletem numa desvantagem
adaptativa em individuos resistentes, num ambiente livre de inseticidas,
Guedes et al. (2006) relataram que a populagédo de Jacarezinho apresentou um
crescimento demogréfico similar a populagdo susceptivel, diferentemente da
populagdo de Juiz de Fora. Fragoso et al. (2005) também observaram
desvantagem adaptativa da populagcdo resistente de Juiz de Fora e
desempenho superior da populacao susceptivel e da resistente de Jacarezinho,
quando avaliadas em relagéo a taxa de crescimento e desenvolvimento.

Assim, avaliando diferencas na morfologia do corpo gorduroso e taxa
respiratéria média dos insetos pertencentes a essas populagdes, Guedes et al.

(2006) relataram que o melhor desempenho da populagéo de Jacarezinho seria
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uma consequéncia direta de sua maior massa corporal, resultada de sua
eficiéncia superior em estocar reservas energéticas. Além disso, essa
populagdo apresentou uma maior taxa respiratéria sugerindo que suas
reservas estariam sendo mobilizadas de forma adequada para suprir tanto o0s
mecanismos de resisténcia quanto seu desenvolvimento e reprodugao.

O mesmo parece ndo ocorrer na populacdo de Juiz de Fora, pois essa
apresentou um crescimento demografico inferior quando comparada a
populagdo susceptivel e a resistente de Jacarezinho. Em adigdo, a menor
massa corporal e taxa respiratoria apresentada foi associada a um custo
fisiologico causado pelo desequilibrio energético provocado pela realocagéo de
enegia para manutencéo da resisténcia a inseticidas.

Baker (1987) reportou que a quantidade de a-amilases produzidas por
uma populacdo de S. zeamais esta relacionada positivamente ao maior peso
corporal exibido por seus componentes. A menor produgéo e atividade de a-
amilase demonstrada pela populacdo resistente de Juiz de Fora (com custo)
reflete uma menor eficiéncia na utilizagdo do amido ingerido, o que explica a
menor massa corporal apresentada pelos insetos dessa populagédo. Assim, a
populacdo resistente com custo ndo estaria obtendo energia suficiente da
alimentagéo para ser alocada no corpo gorduroso e para suprir suas demandas
energéticas de desenvolvimento e manutencgdo da resisténcia.

Além de estocar menos, a populagdo resistente com custo necessita de
uma maior mobilizacdo de energia para manter seu alto nivel de resisténcia a
inseticidas, que mostrou ser duas vezes maior quando comparado ao nivel de
resisténcia exibido pela populagdo resistente sem custo (Araujo et al., 2008).
Dessa forma, a menor atividade de a-amilase estaria contribuindo para o
desempenho inferior da populacéo resistente com custo em relagéo as demais.

A maior producgéo e atividade de a-amilases observadas na populagéo
resistente de Jacarezinho (sem custo) podem estar ocasionando uma maior
eficiéncia na degradacdo do amido. Assim, os individuos dessa populacéo
estariam obtendo energia necessaria para suprir as demandas energéticas
imediatas e também para ser estocada no corpo gorduroso, contribuindo para a
maior massa corporal apresentada pelos insetos dessa populagdo. Os maiores
niveis de a-amilase estariam contribuindo para mitigar o custo fisiologico

associado aos mecanismos de resisténcia na populacéo, ja que a acao das a-
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amilases estaria propiciando um estoque energético suficiente para manter os
mecanismos de resisténcia sem comprometer 0s outros processos fisiolégicos
As isoformas de a-amilases evidenciadas no perfil de eluicdo das
populagBes resistentes também devem diferir em suas atividades e
propriedades bioquimicas. A caracterizacdo dessas enzimas pode ajudar a
esclarecer se elas possuem ou ndo algum papel na mitigagdo dos custos
fisioldgicos associados ao fenbmeno da resisténcia. Além disso, a exposi¢do
das populagbes resistentes a doses subletais de inseticidas para posterior
purificagdo das a-amilases pode evidenciar diferengas no comportamento
cinético dessas enzimas quando as populagfes sdo submetidas a esse tipo de

stress.

6. CONCLUSOES

O processo de purificacdo resultou em a-amilases purificadas
provenientes de duas populagbes resistentes e uma populagao

susceptivel a piretroides de S. zeamais

e A populagéo resistente sem custo apresentou uma atividade de o-
amilase semelhante & populagdo susceptivel e maior em relacdo a a

enzima da populagéo resistente com custo.

e O perfil de eluicdo das enzimas das duas populagbes resistentes
evidenciou a presenca de mais de um pico com atividade de a-amilase
sugerindo a producéo de isoformas de a-amilase com pontos isoelétricos

diferentes

e As a-amilases purificadas das trés populagbes de S. zeamais
apresentaram uma massa molecular aproximada de 53,7 kDa por SDS-
PAGE.

e A maior atividade para as trés a-amilases das populag¢des de S. zeamais

foi em pH 5,0 e numa faixa de temperatura de 30 a 40 °C.
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e As atividades das a-amilases purificadas das trés populagdes de S.

zeamais ndo foram alteradas na presenca do ion CI.

e As a-amilases purificadas das populacdes sdo glicoproteinas com
porcentagens de glicosilacdo de 16% na populagéo susceptivel, 11% na
populacdo resistente com custo e 10% na populagao resistente sem

custo.

e A a-amilase purificada da populacéo resistente sem custo obteve valores
de CI 50 de 63,797 mM para o inibidor acarbose e 6,384 ug de proteina
para o inibidor Triticum aestivum. A populagéo resistente com custo
obteve CI 50 de 27,487 mM para o inibidor acarbose e 4,220 ug de
proteina para o inibidor T. aestivum e, para a populagcéo susceptivel, o
valor de CI 50 para acarbose foi de 41,014 mM e para T. aestivum foi de

4,890 pg de proteina.

e O valor de Ky da a-amilase da populagéo resistente com custo para o
substrato amido foi 0,14 g.L™ e 0,227 e 0,236 g.L™ para as populacdes

resistentes sem custo e susceptivel, respectivamente.
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