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SUMARIO: Fol estudada a concentracao em trealose e a atividade em trealase do Tene-
brio molitor L. durante as tres fases da metamorfose (larva, ninfa, imago). Verificou-se
que na larva e no adulto os valores sao mais elevados conforme a curva da fig. 3. A trea-
lose foi expressa em mg/g de Tenebrio e a trealose por ,g de glicose/mg proteina.

INTRODUCAO

trealose é um dissacarideo ( x-D-

glicopiranosideo) nao redutor e
a trealase (glico-hidrolase, E.C. 3, 2,
1, 28) e a enzima que cinde hidroli-
ticamente a trealose em duas mole-
culas de glicose (trealose + H.O =
2 D glicose).

A trealose fol encontrada na he-
molinfa de todos os insetos em que
fol pesquisada, a quantidade varian-
do enormemente, dependendo das
condicoes de alimentacao. Outros te-
cidos também contém trealose e o
corpo gorduroso € o mais rico de to-
dos. A degradacao da trealose se faz
unicamente pela clivagem hidrolitica
e a trealase é a enzima especifica pa-
ra esse processo. A sintese da trealose
se faz no corpo gorduroso onde é ar-
mazenada e utilizada pela hemolinfa

quando necessario. Nesse caso a enzi-
ma trealase atua liberando a glicose
para os gastos energeticos do animal.
A trealose tem portanto, no inseto,
uma funcdo analoga a do glicogénio
dos animais superiores (Candy e Kil-
by). A sintese desse acucar é regula-
da pelo hormoénio do corpo cardiaco
a partir do glicogénio. Em pequenas
concentracoes pode inibir essa sintese
(Gelperin). Durante a metamorfose a
diminuicao da secrecao tanto do cor-
po cardiaco como do corpo alado, in-
fluenciam a sintese indireta da trea-
lose que pode ser ativada ou inibida,
entrando assim no esquema da sua

regulacao geral.

A possibilidade de cisao fosforolica
por meio de uma enzima como em
bactérias nao foi ainda demonstrada
para a trealose. |

1 Entregue para publicacao em 1 de novembro de 1972.
Trabalho do Laboratorio de Bioquimica do Departamento de Quimica e Te-

rapeutica Experimental.
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Este acucar nao tem acido de
transferase (transferéncia de oses)
sobre compostos hidroxilados.

A trealose foi primeiramente en-
contrada em fungos, leveduras e plan-
tas primitivas. A descoberta nos in-
setos por Wyatt foi um achado ines-
perado. Existe também em outros in-
vertebrados como crustaceos e nos
vertebrados como o homem (Courtois
e Demelier) 1. Constitue uma fonte de
energia sobretudo na contracao mus-
cular durante o vbo.

Na sintese da trealose pelos inse-
tos o grupo glicosidico aceptor da uri-
dina difosfo glicose € a glicose-6-fos-
fato, o produto final sendo a trealose-
6-fosfato que se desfosforila para li-
bertar a trealose sendo esta entéao
desdobrada em 2 moléculas de glico-
se. Pela acdo da trealose fosfato sin-
tetase: a sintese é feita como segue:

glicose-6-P + UDP glicose - trea-
lose- 6 - P + UDP. A trealose- 6- fosfa-
tase (fosfo-hidrolase) liberta o fésforo
inorgénico como na reacéo:
trealose- 6 - P + H.O ->» trealose
+ fosforo inorginico e pela acéo
da trealase: | |
trealose -+ H.O =>» 2 glicose.

‘A concentracao da trealose ‘da he-
molinfa é controlada hormonalmente
pela secrecao da glandula do ¢torpo
cardiaco. Os extratos dessa glandula
fazem aumentar muito a trealase da
hemolinfa mas nao das substancias
redutoras, porque estimulam a fosfo-
rilase do corpo gorduroso que atua
sobre o glicogénio al existente 2.

Existe um inibidor da trealase na
hemolinfa que impede a acdo desta

enzima sobre a trealose (Friedman).
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A trealase tem sido mais estudada em
Insetos grandes que permitem a reti-
rada da hemolinfa com facilidade. No
caso de insetos menores como 0 Trilo-
bium € 0 Tenebrio a dificuldade em se

~ obter hemolinfa fez com que se usasse

0 animal inteiro.

Fol nosso intuito verificar no Te-
nebrio molitor L. as variacoes da trealo-
se e de trealase nos principais perio-
dos da metamosfose (larva, ninfa,
imago). Dutrien e Rolland obtiveram
para a trealose diferencas para mais
no adulto e pouco na larva e baixa da
trealase na fase ninfal e aumento no
adulto’. Lemonde e Villeneuve, obti-
veram no Triobium aumento da trea-
lose na preninfa e aumento no adul-
to, para o animal total 4

A atividade da trealase foi por nos
também determinada nas trés fases
do crescimento e os resultados com-
parados com o0s da trealose.

- ksse coleoptero foi escolhido por
nao existir ainda um estudo comple-
to a respeito em animais normais e
submetidos ao jejum e a dietas pobres
em levedura.

MATERIAL E METODOS

O coleoptero Tenebrio molitor L. foi
utilizado nos estagios de larva, pupa e
imago. Os animais foram submetidos a
dieta padrao segundo Fraenkel, até obten-
cao de uma nova geraciao. Criacdes subse-
quentes foram separadas a partir destas,
em dols grupos, um deles continuando na
mesma dieta completa e outro em que se
retirou a levedura. A determinacio na le-
vedura por nos usada indicou o valor mé-
dio de 13,7mg de treoalose por g de le-
vedura.

Estabeleceu-se uma curva de -cresci-
mento das larvas até o animal adulto, sen-
do o resultado expresso na Fig. 1. Para
efeito comparativo, acha-se na mesma fi-
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gura a curva publicada por Fraenkel para
as larvas. As curvas de crescimento mos-
traram bastante semelhanca no aspecto
indicando assim tratar-se de espécie ho-
mogeénea, (5. 6),
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Fig. 1 — Curva de crescimento das lar-

las de Tenebrio molitor L. ate a fase

de ninfa. 1. Curva normal por nos ob-

tida. 2. Curva reproduzida do trabalho

de Fraenkel, et al (5), para efeito de
comparacao,

Utilizamos sempre o animal inteiro,
bem que se tenham feitos também anali-
ses do corpo gorduroso

No caso dos imagos foram separados
as asas, patas, cabeca e elitros, do corpo
propriamente dito, o unico utilizado nas
determinacoes.

Para a trealase, também foram feitas
determinacoes com a enzima purificada
pelo processo usado para a Galleria mel-
lonella por Kalf e Rieder, modificado em
alguns detalhes, cujos resultados fazem
parte de outro trabalho em publicacao (7).

Durante a purificacao da trealase es-
tabeleceu-se o efeito das concentracoes da
enzima sobre a velocidade da hidrolise da
trealose. A curva de Fig. 4 indica a boa
proporcionalidade entre as concentragoes
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da enzima em ml de solucao e a quanti-
dade de glicose hidrolise expressa em
microeg.

!

280

240

2000

40

0.05 0.} 0.15 0.2 ml

Fig. 4 — Efeito da concentracao da

trealose sobre a velocidade da hidro-
lise da trealose.

Para cada determinac¢cao usaram-se
erupos de animais com aproximadamente
o mesmo peso. Sendo assim foi facil co-
nhecer a idade pela inspecdo da curva de
crescimento.

As dosagens foram repetidas de modo
que os valores representam a média de 7
a 30 animais.

Os homogenados correspondem ao pe-
so de 1g em 4ml de solugcao tampao
pH 7.4. Utilizamos o homogenizador de
vidro do tipo Potter Elvehjem com émbolo
de Teflon e movido a eletricidade com ro-
tacoes variaveis. Todas as operacoes fo-
ram Tfeitas em Dbaixa temperatura, e o
material filtrado em gase e centrifugadc
no centrifugo gelado internacional com
2.000 g durante 10 minutos. Os sobrenadan-
tes serviram as dosagens, tendo-se 0 cui-
dado de isolar a camada superficial de
gordura., Os homogenados foram prepara-
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dos a partir de 1g 1e Tenebrio homoge-
nado em 3,7ml de tampao fosfato pH 6,0
€ 0 volume final completado para 4ml. O
cobrenadante foi tratado com 1ml da so-
Jlucao de hidroxido de bario 03N e 1ml
da solucao de sulfato de zinco a 5%. Con-
forme a técnica de Somogyi (8) e centri-
fugado. Uma aliquota (1,5ml) do sobrena-
dante foi adicionada 15ml de etanol =2
66 %o, aquecido a T75°C durante 15 minutos
para precipitacao do glicogénio Apods res-
friado e centrifugado, o sobrenadante foi
evaporado a seco e o0 residuo tratado com
I1ml de acido sulfurico 0,1n durante 10
minutos a 100°C, para a hidrélise da saca-
rose e glicose-l1-fosfato eventualmente pre-
sentes (9).

O extrato foi a seguir alcalizado com
1 ml de NaOH 6 N e aquecido a 100°C
durante 10 minutos para a destruicdo dos
glicidios redutores. A trealose presente foi
entao dosada pelo método da difenilami-
na em etanol na presenca de acido hidro-
clorico, conforme o método, de Abreu et
al. (10), Apos 1 hora no banho-Maria fer-
vente, esfria-se e lé-se no colorimetro fo-
tceletrico Klett com o filtro, vermelho
(670 nm). Os resultados sao multiplicados
por 1,42 para se ter em trealose amostra
ou lidos na curva de referéncia reproduzi-
da na F.2.
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Fig. 2 — Curva de referéncia para a
Trealose.
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A atividade de trealase foi avaliada
pela acao do extrato preparado com tam-
pao Tris pH 6,5 sobre a trealose adicio-
nada (1,2 x 11,2 x 10-7 moles). O tempo
de incubacao 6timo foi de 2 horas a 37°C.
A glicose hidrolisada foi determinada pelo
metodo de reducdo do ferricianeto de po-
tassio de Kingsly e Reinhold (11) e as pro-
teinas dosadas segundo Lowry e colabora-
dores (12) e os resultados expressos em
unidades, sendo 1 unidade igual a 1 microg
de glicose liberada por mg de proteina.

RESULTADOS E CONCLUSOES

O presente estudo é baseado no
T'enebrio molitor L. criado no Laboratd-
rio a partir de uma amostra homoge-
nea. Assim teve-se o cuidado de man-
té-la em temperatura pouco varivel
e ao abrigo da luz. Essas condicoes
sao importantes e foram bem estabe-
lecidas por Fraenkel quanto ao valor
da dieta e por Leclerog sobre as diver-
sas condicoes e as racas de Tenebrio 15.

Fraenkel demonstrou que a tiami-
na e a carnitina sao fatores indispen-
saveis 14 15 e g levedura que os contém
eém abundancia deve ser portanto adi-
cionada a dieta rica em carboidratos
que € a proposta para a criacao re-
gular desses insetos e foi a que usa-
mcs em nosso trabalho. As determi-
nacoes da trealose, trealase e protei-
nas foram realizadas com numero ele-
vado de animais no total de 595 sen-
do para trealose de 292 larvas, 60 pu-
pas e 41 adultos e para a trealase de
116 larvas, 40 pupas e 46 adultos.
Para se saber a idade aproximada foi
estabelecida uma curva de crescimen-
to de animais alimentados com a die-
ta completa comecando em 20 dias e
terminando em 170 dias. Cr aspecto da
curva € semelhante ao das curvas
obtidas por Fraenkel.
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A dieta completa foi constituida
por biscoitos, farelo, vitaminas de
complexo B e po de levedura (5% de
dieta total). O pé de levedura foi
preparado a partir de levedura fres-
ca Fleishman seca na estufa. Este

po mostrou conter 13,7 mg de trealo-
se por g de levedura. Tanto a trea-

lcse como a trealase foram determi-
nadas em grupos de animais pesando
22150 mg (larvas), 135-87mg (pu-
pas e 80 mg (adulto) conforme indi-
cado no grafico da Fig. 3.
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Fig. 3 — Variacoes da trealose e trea-

lase durante a metamorfose. 1. Cur-

vas para a trealase referidas em ug de

glicose/mg proteina. 2. Trealose em mg
por g de Tenebrio.

A metamorfose dos insetos holo-
metabolicos como o Tenebrio se pro-
cessa em 3 fases nitidas, que apresen-
tam caracteristicas proprias. Na fase
larval que é longa, o corpo gorduroso
se mostrou rico em trealose e treala-
se. A glicose proveniente da alimen-
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tacao é rapidamente convertida em
trealose que é sintetizada pelos cami-
nhos semelhantes aos descritos para
a sintese da trealose da levedura por
Cabib e Leloir, isto é através a trea-
lose fosfato.

As determinacoes foram feitas no
animal inteiro, nas trés fases princi-
pais e revelaram uma curva caracte-
ristica que se sobrepde as obtidas pa-
ra a citocromo oxidase da drosophila
e do consumo em O. do bicho da seda.
O adulto contém mais do que a pupa,
tanto trealose como trealase. No Te-
nebrio em que o imago tem vida curta
e 0 vOo é limitado, as necessidades de
energia proveniente da glicose sio re-
lativamente menores do que em Phor-
miaq onde toda a trealose da hemolinfa
e utilizada para o voo. O Tenebrio
adulto deve usar a glicose pela cisdo
de trealose para compensar as neces-
sidades, respiratorias que aumentam
multo nessa fase. Dutrien ja hayvia,
também notado que o imago tinha
Ialis trealase do que a larva, mas nao
estudou todas as fases nem as varia-
coes com a dieta. Em outros insetos
como O Irilobium e€ssas variacoes du-
rante a metamorfose foram também
assinaladas.

AS nossas determinacoes foram
feitas em 393 animais para a trealose
e 202 para a trealase que se acham
colccadas em grafico para favorecer
a comparacao entre as trés fases
(Fig. 2). A alimentacao com levedura
favoreceu significativamente o arma-
zenamento da trealose e estimulou a
atividade da trealase. Tanto a trealo-
se quanto a trealase foram determi-
nadas em grupos de animais pesando
22-150 (larvas) 87-125 (pupa) e 80mg
(adulto).
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O estudo feito com a trealase puri-
ficada mostrou que existem algumas
diferencas nas propriedades quando
se compara com a trealase purificada
prcveniente de cutras fontes. Assim,
a inibicao pelo manitol descrita para
a trealase do Aspergillus oryzae, nao foi
encontrada por nos para enzima do
Tenebrio. O Km se aproxima das de-

mais preparacoes descritas na litera-
tura, excetuando a do rim de camun-
dongo (') (') ('8).
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SUMMARY

Trebalose and Trebalase in Tene-
brio molitor L.

Trehalose and trehalase were de-
termined in the Tenebrio molitor L.,
using larva, pupa and imago.

A total number of 595 animals was
analyzed. A growth curve up to the
end of the larval stage was established
(Fig. 1) and compared with the nor-
mal one obtained by Fraenkel. It was
shown that trehalose and trehalase
are more concentrated in the larva
and imago presenting a curve with
two arms as depicted in the Fig. 3.
Trehalase was expressed in mg/g of
Tenebrio and trehalase in ug of glu-
cose ‘mg protein.
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