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1. INTRODUGAO

1.1. O processo digestivo

Digestio & a sequéncia de modificagoes que o alimento in-
gerido sofre até ser transformado em moléculas mais simples que po-

dem ser utilizadas pelo organismo.

A digestao entre os animais superiores ocorre usualmente
em alguma cavidade do corpo sob a acdo de enzimas secretadas (diges
t3o luminal ou cavital), e/ou sob a agao de enzimas ligadas a mem -
brana das células que recobrem a superficie luminal do orgao onde se

verifica a digestao (digestao em membrana).

A digest3o dos polimeros, tais como polissacarideos e pro
teinas, que correspondem a maior massa do alimento usualmente consu
mido pelos animais pode ser dividida em trés fases distintas: diges
t3ao primaria, digest3o intermediaria e digestao final. A digestao
primaria consiste no ataque as ligagoes internas dos polimeros por
enzimas normalmente secretadas resultando em oligdmeros. Na diges-
t3o intermedidria os oligdmeros resultantes da digestdo primaria szo
hidrolisados até oligdmeros de menor peso molecular pelas mesmas en
zimas responsaveis pela digest@ao primaria e/ou por enzimas diferen-
tes, geralmente também secretadas. Na digestao final os oligdmeros
resultantes (mais frequentemente dimeros e trimeros) sao hidrolisa-
dos até mondmeros que podem ser absorvidos e utilizados no metabo -

lismo celular.

As enzimas hidroliticas envolvidas na digestao primaria e
intermedidria sao usualmente secretadas por células presentes na pa
rede do trato digestivo ou por glandulas, como ©O hepatopancreas dos
crusticeos e moluscos e o pancreas dos vertebrados. A saliva em al

guns animais tem a funcao de apenas lubrificar o alimento, enquanto



que em outros ela contém enzimas importantes na digestao.

Um tipo interessante de digestao primaria e intermediaria
é a digestao extra-intestinal (ou extra-corpdrea). Nesse caso, e=—
xemplificado por alguns insetos carnivoros, o animal injeta enzimas
em sua presa, que € completamente histolisada antes de seus fluidos

serem sugados (CHAPMAN, 1982).

A digestao final & mal conhecida na maioria dos animais.
Entre os mamiferos, a digestao final & realizada por enzimas hidro-
liticas presentes na membrana plasmatica que recobre as microvilosi
dades das células intestinais (KENNY & BOOTH, 1978). Em vista dis-
so, tem sido proposto que na maioria dos organismos a digestao fi -
nal seja realizada em membranas celulares (UGOLEV & DE LAEY, 1972),
embora sejam ncecessarios muito mais estudos para assegurar a genera
lidade dessa proposicao. Nessas membranas encontram-se também car-
regadores envolvidos na absorgao. Parece haver uma associacgao en -
tre esses carregadores e as enzimas hidroliticas, pois observa - se
que a absorgao de aglicares recém clivados € mais rapida que se os mes

mos produtos forem adicionados no luimen intestinal (BARNARD, 1973).

O processo digestivo dos insetos tem sido estudado ha cer
ca de um século, embora permanegam numerosas lacunas nesse conheci-
mento (revisoes em DADD, 1970; HOUSE, 1974b; CHAPMAN, 1982; ANDRIES,
1982, 1983, 1984; WOLFERSBERGER, 1984). 1Isso resulta do fato de pou
cas enzimas digestivas de insetos terem sido estudadas detalhadamen
te quanto a seus parametros fisico-quimicos e cinéticos e da exis -
téncia de raros trabalhos sobre a distribuigao dessas enzimas no ca

nal alimentar.

Dessa forma, pouco se sabe sobre a organizagao espacial
do processo digestivo, isto &, sobre a sequéncia de eventos pelos

quais o alimento passa nas diferentes regioes do tubo digestivo do
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inseto, desde a sua ingest3o até a sua absorgao. O avango dos co -
nhecimentos nessa area tem sido prejudicado principalmente pela di-
ficuldade de se coletar amostras de enzimas de diferentes sitios do
tubo digestivo dos insetos e, também, pelo nao estabelecimento pe -
los diferentes autores de critérios adequados para distinguir enzi-
mas secretadas daquelas presentes nos espacos luminais devido a des

camacao e/ou rompimento celular durante a disseccgao.

1.2. Hidrolases envolvidas na digestao em insetos

O alimento consumido pelos insetos, assim como pelos de -
mais animais, & composto primordialmente por carboidratos, protei -
nas e lipideos. Esses alimentos para serem utilizados pelos inse -
tos necessitam primeiramente serem hidrolisados até moléculas absor
viveis e, esse trabalho, & realizado pelas enzimas presentes no tu-

bo digestivo.

As enzimas envolvidas na digestao de lipideos por insetos

foram revistas por TURUNEN (1979) e nao mais serao comentadas aqui.

As proteinas digestivas de insetos descritas até o presen
te, sao do tipo serina proteinase, sulfidril proteinase ou metalo -
proteinase. Poucas dessas enzimas, entretanto, foram purificadas a
té a homogeneidade. As sulfidrilproteinases foram descritas e puri
ficadas de Rhodnius prolixus (GARCIA et al., 1978) e as metalopro -
teinases, de Tineola bisselliela (WARD, 1975a, b). As serina pro -
teinases sao as principais proteinases encontradas nos insetos, sen
do ativas em pHs alcalinos ou neutros, com especificidade similares
aquelas da tripsina ou quimotripsina de mamiferos (revisao em LAW
et al., 1977). Entre as serina proteinases descritas e purificadas
até a homogeneidade encontram-se a quimotripsina de Vespa orlentalis

(JANY et al., 1974) e a tripsina de Manduca sexta. Esta Ultima a -
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presenta um peso molecular de 24.000, possui uma serina e uma histi
dina no sitio ativo e cliva ligacoes peptidicas contendo lisina e
arginina (MILLER et al., 1974). Em Bombyx mori foram encontradas

duas proteinases, uma semelhante a tripsina, com Km para L-BAPA de
2,8 mM, e outra que provavelmente & uma quimotripsina. Essas duas
enzimas possuem pesos moleculares de 23.000 e atividade maxima em
pH alcalino (pH 10) (SASAKI & SUSUKI, 1982). A tripsina de Bombyx
mori ocorre predominantemente ligada a membranas e é bioquimica e i
munologicamente idéntica aquela encontrada no fluido digestivo (re-
gurgitado das larvas) (EGUCHI & IWAMOTO, 1982; EGUCHI et al., 1982;

EGUCHI & ARAI, 1983).

As aminopeptidases digestivas de insetos tem sido pouco es
tudadas (LAW et al., 1977). Os estudos mais completos foram reali-
zados em Tineola bisselliclla e em Rhynchosciara amenicana. Em T.
bisselliella foram encontradas 16 aminopeptidases solaveis, das
quais 9 foram caracterizadas (WARD, 1975c, d, e). Essas aminopepti
dases sao capazes de hidrolisar di, tri e oligopeptideos sequencial
mente a partir da extremidade N-terminal, possuem pequena especifi-
cidade e foram consideradas em dois grupos de acordo com a sua mi -
gracao eletroforética. As principais diferencas entre os dois ti -
pos € o peso molecular (240.000 para as aminopeptidases de nigracgao
menor e 94.000 para as de migragao maior) e a capacidade de hidroli
sar ligagoes envolvendo prolina, caracteristica das aminopeptidases
de migracao maior (WARD, 1975d, e). As aminopeptidases de R. amerd
cana ocorrem na forma soldvel e ligadas a membrana das microvilosi
dades. A forma solivel possui um peso molecular de 120.000, ampla
especificidade em relagcao ao residuo N-terminal e hidrolisa tetra -
peptideos mais eficientemente do que os tripeptideos e quase nao tem
atividade sobre dipeptideos (FERREIRA & TERRA, 1982a, 1984). Ocor-
rem duas aminopeptidases ligadas a membrana em R. americana e, assim

como a soluvel, as enzimas de membrana apresentam ampla especifici-
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dade em relacao ao residuo N-terminal.

A aminopeptidase majoritadria ataca preferencialmente tri-
peptideos em relacao aos tetrapeptideos, enquanto que a minoritaria
tem uma preferéncia reversa (FERREIRA & TERRA, 1985 e informagao pes
soal). Outras aminopeptidases soliveis purificadas e parcialmente
caracterizadas foram as de GLoss.ina mornsitans (GOODING & ROLSETH,

1976) e de Attagenus megatoma (BAKER & WOO, 1981).

As carboxipeptidases digestivas foram melhor estudadas nas
fracdes soliiveis das células intestinais de Tineola bissellietla e
Attagenus megatoma. Em T. bissetliella foram encontradas duas car-
boxipeptidases sulfidrilicas das quais uma delas foi purificada e
caracterizada, apresentando um Otimo de pH entre 7,5e 7,7, pesomo
lecular de 72.000 e preferéncia para Z-Gly-Leu (WARD, 1976), enquan
to que em A. megatoma encontrou-se também duas carboxipeptidases cmm
otimo de pH entre 7,5 e 8,5, peso molecular de 35.000, sendo uma se
melhante 3 carboxipeptidase A e outra com preferéncia para Z-Val-Lew

(BAKER, 1981).

As amilases encontradas nos insetos sao do tipo oa-amilase
(revis3o em DADD, 1970). Algumas amilases foram purificadas até a
homogeneidade: a amilase de Callosobruchus chinensis (PODOLER &
APPLEBAUM, 1971), a amilase de Tenebaio moletorn (BUONOCORE et al.,
1976) e a amilase de B. moad (KANEKATSU, 1978). A amilase de B.
moni (Mr 57.000) possui cidlcio em sua molécula e, quando este & re-
movido por didlise contra EDTA, a enzima tem a sua estabilidade di-
minuida, embora nao haja uma grande diminuigao na sua atividade. ©
padrdo de acao dessa enzima varia de acordo com o pH em que & ensai
ada. A pH 9,2 possui um grau de ataque miltiplo similar ao da a-a
milase de Aspengillus oryzae, que & 1,7 (KUNG et al., 1953), enquan
to que a pH 9,2 possui um grau de ataque miltiplo maior que o da o-

amilase de pancreas de porco, que € 6,0 (ROBYT & FRENCH, 1967). o
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padrao de acao da amilase de R. amerdicana & do tipo a-amilase, com
grau de ataque miltiplo entre 1,6 e 6,0 (TERRA et al., 1977), o mes

mo ocorrendo com a do Coleoptera Sitophifus zeamais (BAKER, 1983).

As celulases ocorrem como secrecoes proprias dos tubos di
gestivos (ou de seus anexos) em varias ordens de insetos: Coleoptera
(WIGGLESWORTH, 1972), Thysanura (LASKER & GIESE, 1956) , Dictyoptera
(WHARTON et al., 1965), Orthoptera (MORGAN, 1976), Diptera (TERRA
et al., 1979). Entretanto, até o presente, nenhuma caracterizagéo
das celulases foi tentada em insetos. Deve-se acrescentar que a
maioria dos relatos de ocorrencia de celulase em insetos referem -se,
na verdade, a celulases presentes no alimento ingerido pelos inse -

tos ou a produtos de simbiontes (MARTIN, 1983).

As glicosidades encontradas no tubo digestivo de insetos
sao: o e P-glicosidases, o e f-galactosidases, trealases, B-N-ace-
tilglicosaminidases e raramente B-frutosidases (DADD, 1970; CHIPPEN
DALE, 1978). Com excecgao das trealases (que serao comentadas mais
abaixo), a maioria das glicosidases foram estudadas somente de ma -

neira superficial.

As sacarases de insetos estudadas em detalhes foram, com
uma tUnica excecao, apenas as obtidas de animais inteiros. Assim,
MARZLUF (1969) mostrou a existéncia em Drosophifa melanogasten de
sacarases ligadas a membrana e solliveis, sendo que estas Gltimas o
correm como uma familia de isoenzimas. Mais tarde HUBER & LEFEEVRE
(1971) purificaram uma das sacarases soliveis de 0. mefanogaster e
mostraram que ela tinha um peso molecular de cerca de 100.000 e era
fortemente inibida por PIIMB e Tris. Mais recentemente duas sacara-
ses solliveis de Apis mellifera foram purificadas até a homogeneida-
de e caracterizadas fisica e cineticamente (HUBER & THOMPSON, 1973;
HUBER, 1975; HUBER & MATHISON, 1976). Ambas as sacarases soluveis

de A. meflifera sdao a-glicosidases inespecificas, pouco sensiveis a
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reagentes sulfidrilas, apresentando atividade de transglicosilagao

e como ocorrem principalmente no abddmen de A. melfifera (HUBER,

1975; HUBER & MATHISON, 1976), & razoavel supor que elas se encon -
trem no tubo digestivo. Peaiplaneta amenicana & o Unico inseto que
teve a sua sacarase parcialmente purificada a partir de tubos diges
tivos isolados. A enzima & solivel e corresponde a uma a-glicosida
se inespecifica, embora a preparagao parega estar contaminada por i

tras glicosidases (KATAGIRI, 1979).

Muito poucas B-glicosidases (revisao em MORGAN, 1975a) e
B-galactosidases (revisao em MORGAN, 1975b) de insetos em geral, e
de seu tubo digestivo em particular, foram caracterizadas. Os estu
dos mais completos dessas enzimas em tubos digestivos de insetos fo
ram realizados em L. migratornia e R. americana. No primeiro inseto,
MORGAN (1975c) usando filtracdo em gel, desnaturagao térmica e foca
lizacao isoelétrica mostrou que apenas uma espécie molecular (Mr
110.000) & responsavel pela hidrdlise de celobiose e lactose, en =
guanto que as atividades de aril-B-glicosidases e aril-f-galactosi-
dases s3o distintas entre si e da enzima que cliva celobiose e lac-
tose. Todas as enzimas referidas sao solliveis. Em R. americana a
B-glicosidase & ligada a membrana das microvilosidades (FERREIRA &
TERRA, 1980, 1982b) e cliva B-glicosideos, B-galactosideos e B-fuco
sideos em um mesmo sitio ativo (FERREIRA & TERRA, 1983). A f-glico
sidase solubilizada por Triton X-100 possui um peso molecular de
106.000 e um peso molecular de 65.000 quando solubilizada por trata
mento com papaina. Essa enzima opera segundo uma cinética de equi-
librio rdpido e a hidrdlise da ligagao glicosidica ocorre sem inver
sdo da configuracdo, envolvendo a formagdo de um Ion carbdnium in -

termediario (FERREIRA & TERRA, 1983).

A trealase @& uma das carboidrases de insetos com distri -

buicao mais ampla, ocorrendo principalmente no intestino médio, mas
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culo do vdo, corpo gorduroso e glandulas labiais (WYATT, 1967). Al
gumas trealases soliveis foram descritas e purificadas a partir de
insetos inteiros (KALF & RIEDER, 1958; FRIEDMAN, 1960; DERR & RAN-
DALL, 1966; GUILLOUX et al., 1968; HUBER & LEFEBVRE, 1971; GIEBEL &
DOMNAS, 1976) e a partir de seu tubo digestivo (TERRA et al., 1978).
Entre os Lepidoptera, essa enzima foi purificada a partir de larvas
e pupas inteiras de B. moxd (SAITO, 1960; SUMIDA & YAMASHITA, 1977)
e de larvas inteiras de Manduca se¢xta (DAHLMAN, 1971). Nas larvas
de B. moni foram encontradas uma trealase solivel com peso molecu -
lar 134.000 e km 0,3 mM e uma trealase ligada a membranas com peso
molecular 67.000 e km 1 mM. A trealase de M. sexta descrita apre -
senta um peso molecular de 250.000 e km de 0,6 mM. Essas trealases

possuem um Otimo de pH em torno de 6.0.

A atividade de B-N-acetilglicosaminidase tem sido determi
nada nas varias partes dos insetos como corpo gorduroso, intestino,
fluido da muda, hemolinfa e tubos de Malpighi (POWNING & IRZYKIEWICZ,
1964; KIMURA, 1977). Entretanto, as Unicas B-N—acetilglicosaminidg
ses de insetos purificadas até a homogeneidade e caracterizadas sio
aquelas encontradas na hemolinfa de larvas e pupas e no fluido da
muda, como por exemplo, em B. moxri (KIMURA, 1976, 1977) e em M, sex
ta (DZIADIK-TURNER et al., 1981l; KOGA et al., 1982). A B-N-acetil-
glicosaminidase do fluido da muda de M. sexta possui um peso molecu
lar entre 60.000 e 70.000, km para pNPNAG de 0,18 mM e 2 grupos no
sitio ativo com pr¥s de 3,8 e 8,1, enquanto que a B-N-acetilglicosa-
minidase da hemolinfa da larva & um dimero com subunidades de 14.000
e 47.000 de peso molecular e km para pNPNAG de 0,16 mM. A B-N-ace-
tilglicosaminidase da hemolinfa da larva de B. moxri & um dimero com
subunidades de 61.000 de peso molecular e km para PNPNAG de 3,6 mM.
A B-N-acetilglicosaminidase encontrada no fluido da muda & diferen-
te daquela encontrada na hemolinfa das larvas, a julgar pelos estu-

dos imunoldgicos e bioquimicos realizados. A enzima do fluido da
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muda cliva bem oligossacarideos com 6 residuos e deve ser, portan -
to, uma exoquitinase cuja funcao parece estar ligada ao catabolismo
de quitina. Por outro lado, a enzima da hemolinfa das larvas & mui
to pouco ativa sobre oligossacarideos e sua funcao & ainda desconhe
cida. As B-N-acetilglicosaminidases de intestino médio foram estu-
dadas em P. amenicana (Km para quitobiosc igual a 0,3 mM) (POWNING

& IRZYKIEWICZ, 1964) e em R. amenicana (TERRA & FERREIRA, 1983), on
de ela cliva pNPNAG e pNPNAGAL com kmsde 0,56 e 2,4 mM respectiva -
mente e apresenta um peso molecular de 141.000. A fungao da B-N-a-
cetilglicosaminidase no intestino médio de R. amendicana parece ser
a de hidrolisar as cadeias de carboidratos associados as glicoprote

inas da dieta (TERRA & FERREIRA, 1983).

1.3. Digestao em larvas de Rhynchosciara amenicana

Antes de comentarmos a organizacao do processo digestivo
nas larvas de R. amerdicana, que € o inseto melhor estudado em rela-
cao a este assunto, descreveremos sumariamente a anatomia dos tubos
digestivos dos insetos. O tubo digestivo dos insetos € um tubo de
comprimento e grau de complexidade variaveis conforme o grupo taxo-
nomico e a fase de desenvolvimento do inseto. O tubo digestivo dos
insetos & dividido em trés regices: anterior, média e posterior. A
regidao anterior (intestino anterior) & formada pela cavidade bucal,
faringe e esdfago, terminando na valvula cardiaca. Essa regiao &
geralmente revestida por uma cuticula impermeavel, nao tendo portan
to, fungao digestiva. Suas fungoes principais sao condugao e arma-
zenamento do alimento. A regiao posterior (intestino posterior),
que inicia-se na abertura dos tubos de Malpighi e termina no anus,
€ também geralmente revestida por uma cuticula impermeavel, sendo
suas fungdes principais a absorcao de Ions e dgua e a formagao das

fezes. A regiao média (intestino médio), localizada entre o intes-
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tino anterior e o intestino posterior, tem normalmente a forma de
um cilindro alongado de diadmetro aproximadamente uniforme e pode ou
ndo apresentar cecos gastricos os quais, quando presentes, possuem
forma, tamanho e localizacao variada (Figuras 1 e 2). Quando os ce
cos estdo ausentes, o intestino médio & também denominado de ventri
culo. O intestino médio nio apresenta revestimento por cuticula,
sendo de regra o drgdo responsavel pela digestao (secregao das enzi
mas digestivas e absorcao dos produtos da digestao). No intestino
médio, o alimento & normalmente separado do epitélio ventricular por
uma membrana tubular que envolve o alimento, denominada membrana pe
ritrdfica, e que pode estar ausente em alguns insetos. Quando a
membrana peritrdfica esta presente, cla delimita dois compartimen -
tos luminais distintos: o espago endoperitrofico, que corresponde
3 regi3o interior & membrana peritrofica, e o espago ectoperitrofi-
co, que & formado pela regido entre as células do ventriculo e a mem
brana peritréfica e pelo limen dos cecos gastricos, quando estes es

tao presentes (Figura 1).

O intestino médio & o drgao responsavel pela digestao nas
larvas de R. americana, apresentando mais de 97% das atividades en-
zimaticas encontradas no tubo digestivo inteiro. As atividades en-
contradas no intestino anterior, intestino posterior e glandulas sa
livares sao provavelmente contaminagoes de enzimas originadas do in
testino médio. Nessa regiao do canal alimentar, as enzimas foram
ensaiadas em preparacoes obtidas do epitélio ventricular, conteldo
da membrana peritrdfica e fluido ectoperitrdofico. As atividades es
pecificas das despolimerases (amilase, celulase e tripsina) encon -
tradas nas preparacoes de fluido ectoperitrdofico e de conteudo da
membrana peritrofica foram maiores que as atividades especificas en
contradas nas células do epitélio ventricular, sugerindo que essas
enzimas sio secretadas para o limen do intestino, penetrandc a se -

guir no interior da membrana peritrdfica. Se as atividades dessas
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enzimas no fluido ectoperitrdfico e conteiido da membrana peritrofi-
ca fossem devido a descamagao e/ou rompimento celular durante a dis
seccao, suas atividades especificas deveriam ser iguais ou inferio-
res as atividades especificas medidas nas células. Isso se explica
pelo fato de que as proteinas celulares (incluindo as priprias enzi
mas) seriam diluidas pelas proteinas previamente presentes no flui-
do ectoperitrdofico e no interior da membrana peritrdfica (TERRA et

al., 1979).

A trealase, aminopeptidase e a B-N-acetilglicosaminidase
devem ser secretadas para O espacgo ectoperitrdfico, baseando em ra-
ciocinio similar ao exposto em relacao as despolimerases. Entretan
to, a atividade especifica dessas enzimas no conteido da membrana
peritrdfica & inferior 3 atividade especifica dessas mesmas enzimas
nas células do epitélio ventricular e cecos gastricos, sugerindo qe
elas nao devem penetrar no interior da membrana peritrdofica (TERRA

et al., 1979; FERREIRA & TERRA, 1983).

Celobiase, maltase, o € B-galactosidase, a-manosidade, B~
fucosidade, glicilglicina dipeptidase, carboxipeptidase, esterase,
fosfatase acida e fosfatase alcalina s3o restritas as células. Sua
ocorréncia no fluido ectoperitrofico e no conteiiddo da membrana peri
troéfica pode ser explicado pela descamagao e/ou rompimento celular

durante a disseccdo (TERRA et al., 1979; TERRA & FERREIRA, 1983).

As enzimas que atravessam a membrana peritrofica (amilase,
celulase e tripsina) (TERRA et al., 1979) apresentam diametros mole
culares menores do que 7 nm (TERRA & FERREIRA, 1983), enquanto que
as enzimas que sao restritas ao fluido ectoperetrofico (trealase e
aminopeptidase, cf TERRA et al., 1979; B-N-acetilglicosaminidase,
cf TERRA & FERREIRA, 1983) possuem diametros moleculares superiores
a 8 nm (TERRA & FERREIRA, 1983). Assim, as enzimas envolvidas na

digestao intermediiria dos alimentos devem ser impedidas de alcan -
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car o espago endoperitrofico por serem incapazes de atravessar ©OS
poros da membrana peritrdfica. Os poros da membrana peritrofica de

R. amernicana devem ter, portanto, um diametro entre 7 e 8 nm.

Através do uso de centrifugacdo diferencial de homogenei-
zados preparados em diferentes condicoes, assim como, do uso de pre
cipitacdo diferencial de membranas com calcio, FERREIRA & TERRA
(1980) foram capazes de mostrar que a fosfatase alcalina esta liga-

da & membrana plasmatica das microWilosidades celulares.

Celobiase, B-fucosidase, a-galactosidase e a-mdnosidase a
presentam uma distribuicdo semelhante & da fosfatase alcalina, embo
ra apresentando uma peqguena atividade na fragao soliivel. Além dis-
so, essas enzimas apresentam, como a fosfatase alcalina, uma ativi-
dade especifica maior nas microvilosidades das células dos cecos gas
tricos do que no homogeneizado inicial, sugerindo que elas ocorrem
majoritariamente na membrana plasmatica das microvilosidades (FER -
REIRA & TERRA, 1980). A maltase solivel ocorre principalmente en -
tre as fragoes de particulas pequenas que se sedimentam de forma se
melhante aos lisossomos de varios organismos (PITT, 1975). Como a a
tividade especifica da maltase & maior nas microvilosidades purifi-
cadas das células dos cecos gastricos do que no homogeneizado inici
al, os dados favorecem a hipdtese que ela ocorra também ligada a

membrana plasmitica das microvilosidades (FERREIRA & TERRA, 1980).

Os resultados obtidos com B-N-acetilglicosaminidase, ami-
nopeptidase, dipeptidase e carboxipeptidase sugerem que elas ocor =
rem ligadas a membrana plasmatica e no citossol (FERREIRA & TERRA,
1980; TERRA & FERREIRA, 1983). Trealase ocorre predominantemente
na fracdo soliivel, o que significa que ela é tipica de citossol (FER

REIRA & TERRA, 1980).

Aminopeptidase, carboxipeptidase, celobirase e maltase a -
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presentam atividades especificas semelhantes nas microvilosidades
preparadas a partir das células dos cecos gastricos e do ventriculo
posterior, embora a atividade dessas hidrolases sejam maiores nas
microvilosidades dos cecos gastricos. Por outro lado, as ativida -
des especificas daquelas enzimas nas microvilosidades das células
do ventriculo anterior sao muito inferiores. Isso levou FERREIRA &
TERRA (1982b) a concluir que a digestao final em R. amenicana deve
ocorrer majoritariamente ao nivel das microvilosidades des células
dos cecos gastricos e em menor quantidade ao nivel das microvilosi-
dades das cé€lulas do ventriculo posterior. O ventriculo anterior

provavelmente nao deve estar associado a digestao final.

A velocidade de excregao das enzimas que penetram no inte
rior da membrana peretrdofica de R. americana sao muito baixas, suge
rindo a existéncia de algum mecanismo pelo qual essas enzimas sao
recuperadas do alimento nao digerido, antes de serem excretadas (TER
RA & FERREIRA, 198l). Esses e outros dados levaram 3 proposigao da
existéncia de uma circulacdo endo-ectoperitrdfica de enzimas diges-
tivas (TERRA & FERREIRA, 1981) (Figura 1). De acordo com este mode
lo, o alimento e as despolimerases sao conduzidas para a regido pos
terior do ventriculo no interior da membrana peritrdfica, enquanto
que no espago ectoperitrofico haveria um fluxo de agua da regiéo;pg
terior do ventriculo em diregao aos cecos. Isso resultaria numa re
cuperagao gradual das enzimas presentes no interior da membrana pe-
ritrofica a medida que as moléculas poliméricas que elas hidrolisam
se tornassem pequenas o suficiente para acompanha-las através da
membrana peritrofica e, a seguir, para os cecos (TERRA & FERREIRA,

1981).

A analise da ultraestrutura do intestino médio da larva
de R. americana mostrou que as células dos cecos e do ventriculo pos

terior possuem caracteristicas de cé&lulas absortivas de 3gua e aque
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las do ventriculo anterior, secretoras (FERREIRA et al., 1981). Isso
permitiria a existéncia de um fluxo de fluidos do ventriculo anteri
or para os cecos gastricos e ventriculo posterior. Como a superfi-
cie absortiva de fluidos dos cecos gastricos & maior que a do ven -
triculo posterior, o principal fluxo de fluidos deve ocorrer do ven
triculo para os cecos (FERREIRA et al., 1981). Essas consideragoes
estao apresentadas na forma de um modelo geral da digestao em R.

amenicana na Figura 1.

1.4. Digestao em insetos distintos de Rhynchosciara amenricana

A organizacao espacial do processo digestivo esta muito
relacionada com a anatomia do intestino médio, como exemplificado
no item anterior, para R. amerdicana, embora possa também depender
da posicao filogenética do inseto estudado. As principais diferen-
cas anatdmicas encontradas no intestino médio dos insetos consiste
no nimero e na posicao dos cecos gastricos e na presenga ou ausén -
cia de membrana peritrdfica. A Figura 2 exemplifica os tipos prin-

cipais de tubos digestivos que ocorrem entre os insetos.

Antes de comecar a revisao dos processos digestivos nos
diferentes grupos de insetos, apresentaremos uma pequena resenha da
filogenia dos insetos. Embora exista grande discussao a respeito
dos detalhes da filogenia das ordens de insetos (ver discussao em
BOUDREAUX, 1979; KRISTENSEN, 198l), apresentaremos esquemas simpli-

ficados para os quais existe consenso.

Os insetos Neoptera, que inclui todos insetos alados (ex~-
ceto as ordens Ephemeroptera e Odonata, isto &, os assemelhados as
libélulas), derivam-se de um ancestral comum ao longo‘de trés 1li -
nhas principais: a linha Ortopterdide (que inclui as ordens: Or -

thoptera, os gafanhotos; Isoptera, Os cupins e Dictyoptera, as bara
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ventriculo _ ventriculo
anterior posterior

oL ceco gastrico
espaco ectoperitrofico

espaco :
=5yendoperitrofico |

Figura 1 - Representagao diagramatica dos fluxos de agua e da circu
lagao endo - ectoperitrdfica de enzimas digestivas no intestino mé -
dio. Fluido enddgeno (setas interrompidas) & transportado para o
limen na regiao do ventriculo anterior, e do ventriculo posterior

proximal, por células caracterizadas por invaginagoes da membrana

basal muito desenvolvidas e microvilosidades apicais pequenas. o
fluido move-se principalmente em diregao aos cecos e em menor exten
sao para a regido com dobramentos do ventriculo posterior. Nesses
sitios, o fluido & absorvido por células que apresentam longas mi -
crovilosidades apicais e invaginagoes da membrana basal moderadamen
te desenvolvidas. As enzimas digestivas (setas sdlidas) penetram no
espaco endoperitrdofico na regidao anterior e sao recuperadas para o
espagco ectoperitrofico gradativamente a medida que as moléculas dos
polimeros tornam-se suficientemente pequenas para acompanhar as en-
zimas através da membrana peritrdfica. As enzimas e os nutrientes

sao entao levados para os cecos e em menores quantidades para a re-
giao com dobramentos no ventriculo posterior, sitios onde ocorre a
digestao final e absorcado do alimento (segundo FERREIRA et al., 1981).
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tas), a linha Hemipterdide (que inclui a ordem Hemiptera, os perce- .
vejos hematdfagos e os de plantas) e a linha Holometabola. Os inse
tos Holometabola, que em contraste cam 0OS insetos das outras duas li
nhas, apresentam metamorfose completa (ovo, larva, pupa e adulto) e
voluiram ao longo de dois ramos principais: o ramo Neuroptera-Cole
optera e O ramo Hymenoptera—Panorpoide. O tronco Coleoptera deu O-
rigem a ordem Coleoptera (besouros). O tronco Hymenoptera den ori-
gem aos Hymenoptera (abelhas, formigas e vespas) e o tronco Panor -
poide originou duas linhas: uma levando 3 ordem Lepidoptera (borbo

letas e mariposas) e a outra 2 ordem Diptera (moscas e mosquitos) .

Entre os Orthoptera (pelo menos da familia Acrididae), os
cecos gastricos estao localizados na regiao anterior do ventriculo,
camo exemplificado na Figura 2A para o tubo digestivo do gafanhoto.
Nesse inseto, os cecos ocorrem en nimero de seis e apresentam duas
ramificacoes, uma anterior e outra posterior. A digestao de carboi
dratos entre os Orthoptera parece ser principalmente luminal. Parte
das enzimas devem ser providas pelas glandulas salivares, embora um
certo nimero seja exclusivamente secretado pelo ventriculo (celobia
se, o-galactosidase, lactase cf KHAN, 1962; EVANS & PAYNE, 1964; FRE
EMAN, 1967; ﬁbSTE & ZEBE, 1974). Como nao existe informacao sobre
a distribuicao das enzimas luminais entre os espagos ecto e endope-
ritrdfico, n3o se pode saber onde deve ocorrer a digestao intermedi
zria e a final. Entretanto, a existéncia de uma circulacao de flui
dos inferida a partir da observacao do movimento de corantes no tu-’
bo digestivo do gafanhoto Schistocerca ghegaria (DOW, 1981) , seme -
lhante a descrita para R. americana (ver item 1.3.), & um indicio .
de que a digestao intermediaria e final deve ocorrer principalmente
ao nivel dos cecos gastricos. Nao obstante, a digestao de carboi -
dratos ao nivel da membrana plasmatica das microvilosidades das cé-
julas intestinais dos Orthoptera deve ser insignificante. Essa con

clusao seque-se da observagcao de gque a maior parte das carboidrases
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celulares em L. migratoria & solivel (DROSTE & ZEBE, 1974). Por ou
tro lado, os resultados sobre a digestao final de proteinas em Or -

thoptera sao muito incompletos para se tirar qualquer conclusao.

A digestao dos Dictyoptera tem sido estudada ha muito tem
po (revisao em BIGNELL, 1981). Entretanto, os dados sao insuficien
tes para a proposicao de um modelo satisfatdrio, embora seja razoa-
vel esperar que a digestao ocorra nas baratas de forma semelhante a

dos gafanhotos.

Apbds os estudos classicos de anatomia comparada dos seus
tubos digestivos (NOIROT & KOVOOR, 1958; KOVOOR, 1969, 1971), os I-
soptera tem sido objeto recente de estudos sobre a sua fisiologia di
gestiva, principalmente em relacao a sua capacidade de hidrolisar ce
lulose. Nos térmites inferiores (familias Mastotermitidae, Kaloter
mitidae, Hodotermitidae, Rhinotermitidae e Serritermitidae) , a celu
lose & digerida por protozoarios residentes na panga, uma regiao ex
pandida do intestino posterior (HONIGBERG, 1970). Por outro lado,
as térmites superiores (familia Termitidae) adquirem as celulases
C, criticas para iniciarem a digestdao de celulose a partir de suas
culturas de fungos (MARTIN & MARTIN, 1978, 1979). E interessante a
crescentar que O espacgo ectoperitrofico de algumas térmites apresen
ta-se cheio de hifas de actinaomicetos (BIGNELL et al., 1980). Os re
sultados, entretanto, nao estao claros em relacao a digestao dos can
ponentes nao celuldsicos da dieta e nem do possivel papel das bacté

rias da panca das térmites superiores.

Os Hemiptera podem apresentar cecos gastricos na regiao
posterior do ventriculo (Figura 2B), cano ocorre em certos perceve-
jos sugadores de seiva de plantas. Esses cecos sao orgaos excreto-
res de &gua e parecem nao ter nenhuma importancia na digestao, a
despeito da existéncia de grande quantidade de bactérias em seu in-

terior (GOODCHILD, 1963). A inexisténcia de uma membrana peritrofi
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ca nesses insetos deve estar relacionada cam o fato deles nao apre-
sentarem uma digestao luminal, devido ao fato de apenas ingerirem a
¢lcares e aminodcidos (cf TERRA & FERREIRA, 1981). Os Hemiptera he
matofagos, como Rhodnius prolixus, nao apresentam membrana perétrd-
fica e as suas enzimas digestivas apresentam propriedades que lem -
bram aquelas dos lisossomos dos mamiferos. E possivel que essas ca
racteristicas resultem do fato desses percevejos terem evoluido a
partir dos percevejos sugadores de seiva. Os dados existentes até
o momento sao, entretanto, muito egcassos para a elaboracao de um
modelo abrangente para a digestao nesses insetos (GARCIA et al.,
1978; GARCIA & GUIMARAES, 1979; LANE & HARRISON, 1979; BILLINGSLEY
& DOWNE, 1983; HOUSEMAN & DOWNE, 1983; RIBEIRO & PEREIRA, 1983 e

TERRA, FERREIRA & GARCIA, comunicagao pessoal).

Os Coleoptera correspondem aos primeiros insetos Holometa
bola a evoluirem e ocuparam os abundantes nichos existentes na su -
perficie e no subsolo que estavam disponiveis inicialmente para os
insetos (EVANS, 1975). Provavelmente associado a esse sucesso pre-
coce, os besouros retiveram varias caracteristicas primitivas por
um lado e, por outro lado, tornaram-se um grupo muito variado. As-
sim, os seus ventriculos podem estar cobertos por criptas de célu -
las regenerativas (p. ex. familia Carabidae, Figura 2D), ou por ce-
cos verdadeiros (p. ex. familia Curculionidae, BAKER et al., 1984),
ou apresentar trés séries anulares de cecos gastricos (p. ex. fami-
lia Scarabaeidae, Figura 2C), ou ainda nao apresentar nenhum ceco
gastrico (p. ex. Tenebnio moliton, figura semelhante a dos Lepidop-
tera, Figura 2E). S0 existem dados abrangentes para T. mofitorn (TER
RA et al., 1985) e, porisso, apenas este inseto sera considerado nes
sa revisao. E provavel, entretanto, que a organizacgao do processo
digestivo difira entre os diferentes sub-grupos de Coleoptera pelas
razoes expostas acima. As dissacaridases de T. moliton sao secreta

das para o limen do ventriculo e penetram no espago endoperitrofico
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devido a seu pequeno peso molecular. A digest3o inicial, intermedi
aria e final dos carboidratos nesse inseto devem ocorrer, portanto,
no limen do ventriculo. A digest3o inicial de proteinas deve ocor-
rer no limen do ventriculo, onde se encontra a maior parte da trip~
sina. A digestao intermediaria e final das proteinas devem ocorrer
na superficie das células do ventriculo pela acao da aminopeptidase
ligada a membrana plasmatica das microvilosidades (nao ha dados so-
bre carboxipeptidase). Dados obtidos por injecao de corantes e pe-
la medida das taxas de excrecao de enzimas levaram TERRA =t al.

(1985) a proporem para o ventriculo da larva de T. mofitor um con -
trafluxo de fluidos semelhante ao descrito para R. amerdicana (ver i
tem 1.3.). Deve-se ressaltar, entretanto, que T. mofiton nao foi o
primeiro inseto a possuir ventriculo sem cecos que teve a organiza-
cao de seu processo digestivo estudada com detalhes. A primazia cou
be a Eninnydis ello (Lepidoptera: Sphingidae), cujos estudos inspira

ram aqueles realizados em T. mol./%tokr.

Entre os Hymenoptera, a fisiologia digestiva das abelhas
tem sido estudada quase que sO por métodos histoquimicos e métodos
baseados em microscopia de varredura. Os resultados indicam que o
pdlen (principal alimento das abelhas adultas) & digerido apds ex
trusao do citoplasma contido no interior das paredes dos graos de
polen (KLUNGNESS & PENG, 1984). Os resultados obtidos com formigas
sao surpreendentes. A formiga cortadora de folhas Atta colombica
tonsipes, embora apresente um amplo espectro de carboidrases no es-
pago endoperitréfico (coletado como fluido fecal), nao possui na ver
dade nenhuma enzima digestiva prOpria. Existe evidéncia segura de
que as enzimas digestivas do género Atta sao derivadas dos fungos

que elas cultivam (BOYD & MARTIN, 1975).

Os Diptera melhor estudados até hoje sao a larva de R. a-

mendicana, ja discutida no item 1.3, e a larva de Tadichosia pubes -



(17

23

cens (ESPINOZA-FUENTES et al., 1984). Os resultados obtidos com T.
pubescens sao muito semelhantes aos obtidos com R. amexrdicana e nao
serao porisso comentados aqui. Além dos dois insetos referidos, os
Diptera foram muito pouco estudados e sO se pode fazer considera -
¢oes em relagao a sua digestao final de proteinas. Glossina morsitans
possui uma grande quantidade de uma aminopeptidase solivel de peso
molecular superior a 100.000 e gue nao & encontrada no espago endo-
peritrofico (GOODING & ROLSETH, 1976). E razoavel supor que esta a
minopeptidase ocorra, além das células intestinais, também no espa-
go ectoperitrdfico e nao penetre no espaco endoperitrdofico como o -
corre em R, americana (cf. TERRA et al., 1979) e T. pubescens (ESPI
NOZA-FUENTES et al., 1984). Em relacao as carboxipeptidases pare -
cem ocorrer diferencas reais entre G. morsitans e R, amenicana. En
quanto em G. morsitans, as carboxipeptidases A e B, com pesos mole-
culares respectivamente de 30.200 e 22.000, sao encontradas no espa
co endoperitrofico, as carboxipeptidases de R. amerdicana nao o sao

(TERRA et al., 1979).

Os resultados disponiveis para os Lepidoptera, até a rea-
lizacdo dessa tese, eram fragmentdrios e aparentemente contraditd -
rios. Assim, a digestao era considerada como iniciando-se no espa-
co endoperitrdfico, pela acao da amilase e tripsina, enquanto gue a
digestao final era admitida ocorrer no interior das células intesti
nais, uma vez que nao havia sido encontrado nenhuma hidrolase de di
meros ou de oligomeros no material regurgitado pelas larvas (cf.
DADD, 1970; HOUSE, 1974b). Por outro lado, haviam dados suficien -
tes para apoiar a hipdtese de que os oligdmeros seriam completamen-
te hidrolisados até mondmeros antes de ocorrer a absorgao, tanto em
mamiferos (BARNARD, 1973), quanto em insetos (TREHERNE, 1967). Além
disso, nao existia nenhum estudo que tentasse averiguar em Lepidop-
tera, a existéncia de uma circulacao endo-ectoperitrdfica de enzi -

mas, similar a descrita para R. amerdicana.
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1.5. Objetivos desta tese

Os cecos gastricos desempenham um importante papel na or-
ganizacao do processo digestivo de muitos insetos, camo revisto an-
teriormente. Por outro lado, existem numerosos insetos que carecem
de cecos gastricos e para os quais inexistem dados detalhados sobre
a sua fisiologia digestiva. Em vista disso, propusemo-nos a estu -
dar a organizacao do processo digestivo de Endinnyis ello (Lepidopte
ra) que, além de nao apresentar cecos gastricos, & de grande tama -
nho, o que facilita a sua dissccgao. Além disso, E. e¢flo & uma das
principais pragas da mandioca, cuja cultura tornou-se economicamen-
te mais importante do que ja era, em consequéncia de estudos de via
bilidade que a apontam como fonte alternativa para a producao de al
cool. Deve-se ressaltar o fato de que, ao iniciarmos este estudo,
o trabalho com T. moliton nao havia sido iniciado e que, alias, a -
quele trabalho foi muito inspirado pelos avangos dos estudos em E.

ello.,

Afim de estudar a organizacao do processo digestivo e ini
ciar a investigacao dos mecanismos de secrecao das enzimas digesti-

vas nas larvas de E. eflo, os seguintes enfoques foram escolhidos:

a) Estudo ao nivel histoldgico e ultraestrutural do ventriculo, que

& principal sitio onde ocorre a digestao em E. ello.

b) Estudo da distribuicao das hidrolases mais ativas em diferentes

regides do tubo digestivo de E. ello.

c) Estudo da distribuicdo das hidrolases mais ativas em fragoes sub
celulares de células de diferentes regioes do tubo digestivo de

E. ello.

Além disso, procuramos realizar um estudo fisico e cinéti

co preliminar das enzimas de E. effo envolvidas na digestao. A ce-
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lobiase (EC 3.2.1.21) foi estudada com mais detalhe, porque estudos
preliminares mostraram que ela apresentava apenas uma forma molecu-

lar.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Glicose oxidase (tipo II), peroxidase (tipo II), catalase
de figado bovina, homoglobina bovina, albumina sérica bovina, subs-
tratos sintéticos e dissacarideos foram adquiridos da Sigma (EEUU).
Polylite 8001 foi adquirido da Resana S.A. (Brasil). Os anfolitos
vieram da Serva (Alemanha). Todos os demais reagentes empregados
foram produtos analiticos obtidos principalmente da B.D.H., E.Merck
e J.T. Baker. As solugoes foram sempre preparadas com agua bidesti

lada em destilador de vidro.

2.2. Animais

Erinnydis ellfo L., 1758 (Lepidoptera, Sphingidae) foi des-
crito primeiramente por Linnaeus em 1758 com o nome de Sphinx elfo.
Posteriormente ROTHSCHILD & JORDAN, 1903 transferiram-na para o gé-

nero Erinnyis.

E. ello & considerado a praga mais importante da mandioca,
podendo também atacar outras plantas, mas as Euphorbiaceas parecem
ser o seu principal hospedeiro (BELLOTTI & VAN SCHOONHOVEN, 1978).
Durante o periodo larval que dura aproximadamente 13 dias cada lar-

va chega a alcancar em média 7 cm de comprimento (CARVALHO, 1980).

Os ovos de Endinnyis ello (Lepidoptera Sphingidae) foram
coletados em folhas de mandioca dos campos experimentais da Escola
Superior de Agricultura de Lavras, Minas Gerais, Brasil. Eles foram
mantidos no laboratdrio em placas de Petri sob condicoes naturais
de fotoperiodo a 25°C. Apds a eclosao, as larvas foram alimentadas

com folhas frescas de Euphorbia pulchenrnima (até 5 larvas em cada
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placa de Petri). No segundo estadio, as larvas foram transferidas

para caixas de plastico (30x25x12 cm) (com até 15 larvas em cada
caixa), cobertas com plastico transparente e perfurado, onde elas
foram alimentadas diariamente com folhas frescas de E. pulcheanima,
por todo o estagio alimentar. Larvas do quinto ({iltimo) estadio de

ambos os sexos foram usadas nas determinacgoes.

2.3. Digestibilidade e utilizacao do alimento pelas larvas

O consumo de alimentos & usualmente descrito por trés pa-
rametros: o Indice de consumo, o coeficiente de digestibilidade e
a eficiéncia da conversdo do alimento em tecido (cf HOUSE, 1974a, b;
CHAPMAN, 1982). O indice de consumo & calculado dividindo o peso
fresco do alimento ingerido pelo produto do peso fresco (média) do
inseto durante o periodo de alimentagao pela duragao do periodo de
alimentacao (em dias). O coeficiente de digestibilidade & obtido
pela divisao do peso seco do alimento absorvido (peso seco do ali -
mento ingerido menos o peso seco das fezes) pelo peso seco do ali -
mento ingerido apds multiplicar por 100. A eficiéncia de conversao
do alimento & calculada a partir do ganho em peso seco do animal,di
vidido pelo alimento absorvido, e multiplicado por 100. O peso se-
co do alimento ingerido foi calculado a partir da area das folhas
comidas pela larva utilizando uma curva padrao que relacionava area
foliar e seu peso seco correspondente. O ganho de peso seco das
larvas em alimentacao foi determinado a partir do seu ganho em peso

fresco e do contelldo de agua determinado em larvas controle.

2.4. Tempo de trafego do bolo alimentar

O tempo gasto para o alimento atravessar o intestino de

E. eflo foi determinado medindo-se o tempo decorrido a partir da
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transferéncia das larvas de folhas para flores de E. pulchernima a-
té o aparecimento de fezes avermelhadas. Tempo idéntico foi obtido
quando substituiu-se flores por folhas de E. pulchernina e esperou-

S€ O aparecimento de fezes esverdeadas.

2.5. Preparacao de amostras do ventriculo, sec¢bes do ventriculo,

folhas e fezes

As larvas foram imobilizadas colocando-as sob gelo por 30
min. e, ap0s este tempo, elas foram lavadas com agua destilada, se-
cas em papel de filtro e dissecadas em NaCl 125 mM. A dissecgdo &
feita cortando a cabeca e o segmento anal da larva e abrindo-a pela
parte ventral com auxilio de uma tesoura entamoldgica. Apds a remo
¢cao do intestino, este era cortado na parte posterior do proventri-
culo e na abertura dos tubos de Malpighi. A membrana peritrofica
can seu contelido foi removida depois que o epitdlio do ventriculo
foi cortado longitudinalmente. As glandulas salivares, intestino
anterior, intestino posterior, ventriculo inteiro e epitélio do ven
triculo, apds serem cuidadosamente lavados cam solucao salina, fo-
ram hamogeneizados em agua bidestilada a frio, usando um homogenei-
zador tipo Potter-Elvehjem (glandulas salivares) ou um hanogeneiza-
dor tipo Omni-mixer (Sorvall) a 5.000 rpm por 2 periodos de 15 s (Ge
mais tecidos). Todas as preparacdes acima foram ent3o passadas a -
través de uma malha de nylon de 100 um de poro. As membranas peri-
troficas com seu contelido foram homogeneizadas de forma semelhante
as preparagdes do ventriculo, sem a lavagem prévia com solugao sali
na, e centrifugadas a 10.000 xg por 10 min. a 4°C. Essa centrifuga
Gao & necessdria para remover os fragmentos de folhas nio digeridos
presentes nos homogeneizados. As folhas de E. pufcheanima foram ho
mogeneizadas em almofariz com agua bidestilada e centrifugadas a

10.000 xg por 10 min. a 4°C. As fezes foram tratadas de forma seme
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lhante as preparagdes de membranas peritrdficas.

Amostras de homogeneizados do ventriculo total e do epité
lio do ventriculo foram centrifugadas a 100.000x g, 60 min., 4°C.
Os sobrenadantes foram usados como fonte das enzimas soliiveis e o

sedimento como fonte das enzimas ligadas a membrana.

As preparagoes podiam ser armazenadas a -20°C por um pe -
riodo de pelo menos um ano sem mudanga na atividade das enzimas en-

saiadas.

2.6. Obtencao do material regurgitado e fluido ectoperitrdfico

Larvas lavadas e enxugadas camo descrito no item 2.5. fo
ram forcadas a regurgitar em um tubo de centrifuga sob a agao de cho
ques elétricos de pequena intensidade. O material regurgitado cuja
cor, viscosidade e conteldo de folhas variava entre diferentes ani-
mais, foi centrifugado (10.000xg, 10 min., 4°C) antes do uso. Cada
larva produz em torno de 80 ul de material regurgitado. Para cole-
tar o fluido ectoperitrdfico, a disseccao das larvas foi realizada
como descrito no item 2.5. O epitélio do ventriculo, apds a remo -
¢ao da membrana peritrdfica com seu conteiido, foi suspenso sobre um
tubo de centrifuga e a sua superficie luminal foi submetida a um ja
to de solugao salina (NaCl 125 mM). A seguir esse lavado foi cen -

trifugado (600xg, 10 min., 4°C) e o sobrenadante resultante usado

como fluido ectoperitrofico.

As preparacoes podiam ser armazenadas a -20°C por um pe -
riodo de pelo menos um ano sem mudanga na atividade das enzimas en-

saiadas.



30

2.7. pH dos contelidos do intestino

As larvas foram dissecadas em NaCl 125 mM e o intestino
foi transferido para uma lamina de vidro. Apds o intestino ter si-
do seco externamente caom um papel de filtro, o intestino anterior,o
ventriculo e o intestino posterior foram cortados como descrito no
item 2.5. Os valores de pH do conteldo do intestino anterior e pos
terior foram determinados com um eletrodo de vidro para superficies
(Ingold, Sao Paulo, Brasil). A membrana peritrdfica com seu conteid
do foi removida do ventriculo e dividida em 3 partes corresponden -
tes, grosseiramente, as trés regiodes macroscopicamente visiveis no
epitélio do ventriculo das lagartas da familia Sphingidae (cf. CIOF
FI, 1979). Os valores de pH tanto no conteGdo da membrana peritro-
fica quanto na pelicula de fluido ectoperitrdfico sobre as trés re-
gices do epitélio ventricular foram medidas cam um eletrodo de vi -

dro para superficies.

2.8. Microscopia Optica e eletrodnica

As larvas foram dissecadas em NaCl 125 mM a frio, que & i
sotonico em relagao & hemolinfa de E. effo (cf. TERRA et al., 1982) ,
ou em sua propria hemolinfa. Apds a remocao do intestino, a membra
na peritrdofica com seu conteido foi desprezada e o ventriculo rema-
nescente dividido nas trés partes referidas no item 2.7. Para os
estudos com o microscopio Optico, as secoes do epitélio do ventricu
lo foram fixadas em solucdo de Bouin e incluidas em parafina. Os
cortes de 7 um obtidos a sequir foram corados com hematoxilina e eo
sina. Para microscopia eletrdnica, as segoes do epitélio do ventri
culo foram fixadas em glutaraldeido 3% em tampao cacodilato 0,1M pH
7,4 (SABATINI et al., 1963) por 2 h a 4°C. Apds lavagem com sacaro

se 0,2M em tampao cacodilato, as secoes do epitélio do ventriculo
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foram pds-fixadas por 1 h a 4°C em tetrdxido de Ssmio 1% em tampio
cacodilato. Posteriormente, as preparagoes eram lavadas em NaCl

0,1M e contrastadas por 16 a 18 h em acetato de uranila 1%. Apds
desidratagao em concentragoes crescentes de etanol a temperatura am
biente, o material foi embebido em resina de poliester Polylite 8001
(Resana S/A, Brasil; COIRO et al., 1972). Os cortes ultrafinos fo-
ram feitos usando um ultramicrdotomo Porter-Blum MT II, contrastados
com citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963) e examinados em um microsco-

pio eletronico Siemens Elmiskop IA operado a 60 KV.

O mesmo procedimento foi utilizado para a microscopia ele

tronica das fracgdes subcelulares.

2.9. Preparacao de microvilosidades por precipitacao diferencial

com calcio

As células do epitélio do ventriculo foram homogeneizadas
em Tris 2mM, Manitol 50 mM pH 7,1, usando um homogeneizador Omni-mi
xer (Sorvall) a 5.000 rpm por dois periodos de 15 s. O hanogeneiza
do apds ser filtrado em malha de nylon de 100 pym de poro foi fracio
nado segundo o procedimento de FERREIRA & TERRA (1980), que & seme -
lhante ao método de SCHIMITZ et al. (1973). Este mé&todo & baseado na
agregagao induzida por calcio de mitocdndrias, membranas basolate -
rais e parte do reticulo endoplasmatico que passam a se sedimentar
a baixa aceleragao (3.300xg, 10 min.) (Fragcao P,). O sobrenadante
resultante & centrifugado a maior aceleracao (20.000xg, 15 min.) pa
ra sedimentar as membranas de microvilosidades (Fracao P,), deixan-
do os lisossomos, a maioria do reticulo endoplasmatico e as protei-

nas soliveis no sobrenadante final (Fracao S).

As microvilosidades purificadas e as fragoes subcelulares

podiam ser armazenadas a -20°C por pelo menos um més sem mudanga na
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atividade das enzimas ensaiadas.

2.10. Preparacao de membranas de microvilosidades das células do e-

pitélio ventricular das larvas de E. eflo

Uma preparagao de microvilosidades, obtida camo descrito
no item 2.9., foi suspensa com o auxilio de um homogeneizador tipo
Dounce, em uma solucao de Tris 0,84 pH 7,0. A preparac¢ao permane -
ceu no gelo por 1 h, sendo agitada periodicamente. Ao final desse
periodo, 0,5 ml da suspensao foi aplicado no topo de um gradiente
descontinuo de glicerol composto de cinco camadas. Esse gradiente
foi formado colocando-se em um tubo de centrifuga 2,2 ml das seguin
tes solugoes de glicerol preparadas em MgSO, 45 mM: 60%, 45%, 42%,
40% e 37% de glicerol (p/v). O gradiente com a amostra de microvi-
losidades purificadas foi centrifugado a 63.000x g por 15 min. a 4°C

e a centrifuga foi parada sem auxilio de breque.

Iluminando-se por baixo do tubo da centrifuga e olhando -
se contra um fundo escuro (efeito Tyndall) foi possivel ver que a
maioria do material acumula-se nas interfases, algum material encon
trava-se distribuido por todo o gradiente e também observou-se al -
gum material no fundo do tubo. As regioes do gradiente correspon -
dentes as interfases, a suspensao remanescente (fases combinadas) e
0 material no fundo do tubo foram recolhidas, diluidas aproximada-
mente cinco vezes com agua bidestilada e sedimentadas por centrifu-
gagao a 100.000xg por 2 h a 4°C. Os sedimentos foram suspensos, an
tes do ensaio das enzimas, no mesmo meio utilizado na preparacao das

microvilosidades, usando um homogeneizador tipo Potter-Elvehjem.

As fragoes podiam ser armazenadas, por pelo menos uma se-

mana a -20°C, sem mudanca na atividade das enzimas ensaiadas.
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2.11. Preparaciao de microvilosidades por sonicagao do epitélio ven-

tricular anterior e posterior da larva de E. ello

O procedimento utilizado foi semelhante ao descrito  por
CIOFFI & WOLFERSBERGER (1983) para obtencao de microvilosidades de
células colunares. Pedacos do epitélio ventricular anterior e pos-
terior foram colocados em tubo de ultracentrifuga de 10 ml contendo
4 ml da solucao de manitol 215 mM, EDTA 5 mM em tampao Tris/HC1l 5 mM
pH 7,1. A sonicacao foi realizada por 5 s. usando um sonicador Bran
son B-2 na menor intensidade possivel, com uma sonda semi-micro. A
pos a sonicacao, o material foi centrifugado por 15 min, 5.000xg,
4°C. O sedimento foi denominado S; e o sobrenadante foi centrifuga
do por 15 min, 5.000xg, 4°C. O sedimento resultante foi denomina-
do S, e o sobrenadante foi entao centrifugado a 12.000xg, 30 min,
4°C para sedimentar as microvilosidades das células colunares (S3),
enquanto que todo o material posto em solugao durante a sonicagao

permanecia no sobrenadante final (S,).

As microvilosidades purificadas e as fragoes subcelulares
podiam ser armazenadas a -20°C por pelo menos um més sem mudanca na

atividade das enzimas ensaiadas.

2.12, Centrifugacao diferencial de homogeneizados das reqides ante-

rior e posterior e do epitélio do ventriculo total ‘da larva

E. ello

As larvas foram dissecadas como descrito no item 2.8. As
células de todo epitélio ventricular e das regioes anterior e poste
rior do epitélio do ventriculo foram hamogeneizadas usando um homo-
geneizador do tipo Dounce (10 movimentos de pistao) ou um hamogenei
zador tipo Omni-mixer (Sorvall)a 5.000 rpm por dois periodos de 15s.

usando um volume suficiente dos meios: KC1l 125 mM, pH 7,0; KC1l 115
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mM, EDTA 5 mM, pH 7,0 e manitol 215 mM, EDTA 5 mM em tampao Tris/HCl
5 mM, pH 7,1 para resultar em cerca de 12 mg de proteina/ml. O ho-
mogeneizado, apos ser filtrado em malha de nylon de 100 um de poro,
foi ajustado para conter aproximadamente 5 mg de proteina/ml e cen-
trifugado a 4°C. As seguintes fragSes foram coletadas: P,;, sedi -
mento 600xg, 10 min; P,, sedimento 3.300xg, 10 min; Pj;, sedimento
25.000xg, 10 min; P,, sedimento 100.000xg, 1 h; S, sobrenadante fi
nal. Apds a centrifugacao diferencial, as fracoes foram coletadas,
homogeneizadas (Potter-Elvehjem, meio de homogeneizagao) e, apds va
rios ciclos de congelamento e descongelamento, foram centrifugadas

a 100.000xg por 1 h. Os sobrenadantes e os sedimentos correspon -

dentes a cada fracao foram ensaiados para varias enzimas.

Os resultados obtidos foram apresentados na forma de figu
ras construidas segundo DE DUVE et al.(1955). As atividades enzimi
ticas obtidas nas varias fragoes subcelulares foram somadas e a por
centagem de atividade presente em cada fragao, foi calculada em re-
lagao & soma. O mesmo foi feito para a massa de proteina. As figu
ras foram construidas plotando-se a porcentagem de proteina (abcis-
sa) versus a atividade especifica relativa (% de atividade/% de pro
teina) (ordenada). Cada fragao € representada por um paralelogramo
cuja area & proporcional & atividade recuperada em cada fragao e a

altura corresponde a purificacao obtida.

2.13. Preparacao de microvilosidades de células ventriculares e sua

solubilizacao por Triton X-100

A fragao P; obtida por centrifugacao diferencial (item
2.12,) foi lavada trés vezes por centrifugacao (25.000xg, 30 min.,
4fC); duas vezes no meio original de homogeneizacao (manitol 215 mM,
EDTA 5 mM em tampao Tris/HCl 5 mM, pH 7,1) e uma vez em KCl1 125 mM

pH 7,0. O sedimento da Gltima lavagem (KCl 125 mM pH 7,0), que coxr
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responde majoritariamente a membranas plasmaticas de microvilosida-
des, foi usado como fonte de enzimas de membrana. Essa preparacgao

era a sequir tratada com Triton X-100 por 20 h a 4°C, a uma razao de
24 mg de Triton X-100/mg de proteina de membrana. Apds o tratamen-
to as preparagoes foram centrifugadas a 25.000 xg por 30 min a 4°C.
O sobrenadante era utilizado como fonte das enzimas solubilizadas a
pOs adicionar igual volume de Triton X-100 5%. Nenhum sedimento foi

visivel apds posterior centrifugacao a 100.000xg por 1 h a 4°C.

As preparagoes podiam ser armazenadas a -20°C por pelo me

nos um més sem mudanca na atividade das enzimas ensaiadas.

2.14. Solubilizacao de enzimas de membrana por papaina

Membranas plasmaticas de microvilosidades das células ven
triculares das larvas de E. c¢llo foram preparadas como descrito no
item 2.13 e o sedimento homogeneizado em tampao fosfato de potas -

sio 0,1 M pH 7,0 usando um homogeneizador tipo Potter-Elvehjem.

Para ativar a papaina, 2,8 mg da enzima foram incubadas
a 37°C por 5 min, em tampao fosfato de potassio 62 mM pH 7,0 na pre
senca de cisteina 50 mM. A suspensao de membranas preparadas como
descrito acima era incubada com papaina ativada a 30°C, numa razao
de 1 mg de papaina/l10 mg de proteina de membrana. Aliguotas eram
retiradas apds diferentes periodos de tempo a 30°C, diluidas  duas
vezes com agua gelada e centrifugadas a 100.000xg por 1 h a 4°C. Os

sobrenadantes foram utilizados como fonte das enzimas solubilizadas.

As preparacoes podiam ser armazenadas a -20°C por pelo me

nos um més sem mudanc¢a na atividade das enzimas ensaiadas.
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2.15. Solubilizacao de enzimas de membranas por pH alcalino

Lotes de ventriculo da larva de E. efLo foram homogeneiza
dos em agua usando um homogeneizador tipo Omni-mixer (Sorvall) a
5.000 rpm por dois periodos de 15 s e a seguir foram centrifugados
(L00.000x g, 60 min, 4°C). Os sedimentos resultantes foram lavados
uma vez por ressuspensao em agua com um homogeneizador tipo Potter-
Elvehjem seguido por centrifugagao da suspensao a 100.000 x g por 60
min a 4°C. Os sedimentos lavados foram suspensos em tampao glicina
- NaOH 20 mM pH 10, com auxilio de um homogeneizador tipo Potter -
Elvehjem, e mantidos a 30°C. Apds 60 min, as preparacgoes foram cen
trifugadas (100.000xg, 60 min, 4°C) e os sobrenadantes, apds exten
sa dialise contra dgua, foram utilizados como fontes de enzimas so-

lubilizadas.

As preparagoes podiam ser armazenadas a -20°C por pelo me

nos um més sem mudanga na atividade das enzimas ensaiadas.

2.16. Eletroforese e determinacao de atividades enzimaticas em géis

de poliacrilamida

As amostras de diferentes preparacoes (fracao soliivel das
células ventriculares, membranas solubilizadas por diferentes méto-
dos e enzimas purificadas) foram aplicadas em géis de poliacrilami-
da preparados segundo HEDRICK & SMITH (1968) em tubos de 5 mm de dia
metro interno e 100 mm de comprimento. A separagao eletroforética
foi obtida com uma corrente de 2,5 mA por coluna a 4°C. Na eletro-
forese de enzimas de membrana solubilizadas por Triton X-100 este e
ra adicionado nos géis de poliacrilamida para uma concentragao £i ~

nal de 0,1%.

Os géis eram fracionados em um fracionador de géis de po-



37

liacrilamida (Autogeldivider Savant Instruments, USA) com o tampao
apropriado para cada enzima, na presenca ou auséncia de Triton X-100
0,1%. Fracoes de 9 gotas (ou 18 gotas se o gel continha Triton X-100)
(correspondentes a aproximadamente 2 mm do gel) foram coletadas. As
fracoes permaneciam por 3 a 20 h a 4°C, antes de serem usadas para
os varios ensaios. A recuperagao da atividade de B-N-acetilglicosa
minidase e carboxipeptidase aplicada aos géis foi de aproximadamen-
te 20%. Para as demais enzimas ensaiadas, a recuperagao ficou en -

tre 70 e 110%.

2.17. Determinacao do peso molecular em géis de poliacrilamida

Amostras da fracao solivel das células ventriculares e do
ventriculo inteiro de larvas de E. e¢llo foram submetidas a eletrofo
rese em géis de poliacrilamida de varias concentragoes diferentes (6;
7; 8; 8,5; 9%) segundo o método de HEDRICK & SMITH (1968). Os géis
foram fracionados com o tampao de ensaio de cada enzima em um fra -
cionador de géis de poliacrilamida como descrito anteriormente (item
2.16). Cada fracao (aproximadamente 0,4 ml) fol ensaiada como des-
crito no item 2.20. O valor da razao de migracao (Rm) de determina
da enzima & obtida dividindo-se o nimero da fracao apresentando ati
vidade maxima pelo nimero total de fragoes de cada gel. O logarit-
mo dos valores de Rm correspondentes a cada um dos géis sao coloca-
dos em graficos em funcao da concentragao dos géis. O valor da tan
gente de graficos obtidos como descrito acima guarda uma relagao 1li
near cam o peso molecular da proteina em questao (HEDRICK & SMITH,
1968). Esta relacao foi estabelecida construindo-se um grafico pa-
drao can os seguintes marcadores de peso molecular: mioglobina, My
17.800; albumina de ovo, My 43.000; hemoglobina, My 64.500; catala-

se, My 232.000 e ferritina, My 450.000.
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2.18. Determinacao do peso molecular por centrifugacao em gradiente

de densidade

Amostras da fracao soliivel do ventriculo inteiro e das cé
lulas ventriculares de larvas de E. eflo contendo 1,5 mg de hemoglo
bina bovina e 20 pl de catalase de figado bovina, foram aplicados no
topo de gradientes continuos de 4,6 ml de glicerol. Os gradientes
foram formados com glicerol de 5 a 30% (p/v) e foram preparados nos
seqguintes tampoes: citrato/fosfato 50 mM, pH 5,5; fosfato 50 mM,
pPH 6,2 e glicina/NaOH 50 mM, pH 10. Os gradientes foram centrifuga
dos a 96.000xg por 15 h a 4°C e aliquotas (0,2 ml) foram coletadas
a partir do fundo de cada gradiente com o auxilio de uma bomba pe -
ristadltica. O peso molecular das enzimas ensaiadas nessas fracoes
foi calculado segundo MARTIN & AMES (1961), usando como referéncia
as sedimentagoes da hemoglobina (My 64.500) e catalase (My 232.000)
adicionadas a amostra. A posicao da hemoglobina nos gradientes foi
verificada determinando-se a absorbancia das fragoes a 545 nm e a
posicao da catalase, a partir de ensaios da enzima segundo MARTIN &
AMES (1961). A recuperacao da atividade das hidrolases aplicadas ao

gradiente ficaram entre 70 e 100%.

2.19. Eletrofocalizacao e determinacao de atividades enzimaticas em

-

geis

Os géis de poliacrilamida 7,5% utilizados continham anfo-
lito pH 3-10 a 1% e também Triton X-100 0,1%, no caso de eletrofoca
lizacao de enzimas solubilizadas nesse detergente. Para que a apli
cacao fosse feita do lado alcalino, sem que a enzima entrasse em con
tato can a solugao presente no banho (NaOH), deixava-se um espago
de 1 cm na parte superior do tubo onde colocava-se 0,15 ml de uma

mistura de glicerol 8,8% e anfolito pH 3-10 0,7% em agua. ApOs uma
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pré-focalizagcao de 30 min, aplicava-se a preparacao de enzima con -
tendo glicerol 11,4%. Seguia-se uma eletrofocalizacao a 4°C por 2
a 3 horas com uma voltagem de 31 V/cm. Quando a preparagao de enzi
mas era polimerizada junto com o gel, nao se fazia a pré-focaliza -

géo- Apds a focalizaqéo, os géis foram fracionados como descrito no item 2.16.

O gradiente de pH ao longo dos géis era determinado fra -
cionando-se um cilindro de gel (preparado de forma identica aos de-
mais) com agua bidestilada no lugar do tampao. O pH das fracoes e-
ra medido com um eletrodo de vidro, apOs permanecer por 3 h a tempe
ratura ambiente. A recuperacao das atividades enzimaticas aplica -

das nos géis ficaram entre 70 e 100%.

2.20. Determinacao de atividades enzimaticas e de proteinas

Os ensaios foram realizados como descrito na Tabela 1.

Em cada determinagdao, a mistura de reagao foi inaubada por
pelo mencs quatro diferentes periodos de tempo. Controles sem enzi
ma (branco de substrato) e sem substrato (branco de enzima) foram in
cubados do mesmo modo que os experimentais. A atividade calculada
foi expressa, na maioria das vezes, em n moles de substrato hidroli

sado por minuto (m Unidades, mU).

Os substratos derivados de nitrofenol foram ensaiados nos
pHs indicados em um volume de reagdo de 0,1l ml e a reagao foi inter
ranpida pela adicao de 1 ml de tampao carbonato 0,25 M bicarbonato
0,25 M SDS 1%, cam excecao da fosfatase alcalina, cuja reagao fai in
terranpida can NaOH 40 mM (EGUCHI & IWAMOTO, 1975). Em experimen -
tos controles verificou-se que SDS 1% desnaturava todas as enzimas
ensaiadas, can excecao da fosfatase alcalina. A atividade de aril
B-galactosidase, usando como substrato fenil B-D-galactosideo, foi

determinada medindo-se a formacao de fenol, com o reagente de LOWRY



Tabela 1 - CondigOes padroes e métodos de determinacido da atividade de enzimas

Enzimas EC Substrato Concentragao pH Detemminacgao realizada
B-N-acetilglicosaminidase  3.2.1.30 PNPNAG 2,5 m4 4,5 p-nitrofenol?
Amilase 3.2.1.1 anido 0,5% 9,8 grupcs redutores”
Amincpeptidase 3.4.11.- LPNA 1mM 8,0 p-nitroanilida’
Carbaxipeptidase-A 3.4.17.1 ZGlyPhe 15 mM 9,0 Phe au grupo amino’
Celcbiase 3.2.1.21 celcbiose 7 mM 6,5 gliccse!

" 3.2.1.21 pPNPRG1i 4 mM 6,5 p-nitrofenol?

" 3.2.1.21 ONPAG1i 4 mM 6,5 o-nitrofenol?

" 3.2.1.21 PRGLi 4 mM 6,5 grupos redutares”

" 3.2.1.21 salicina 4 mM 6,5 grupos redutcres”

" 3.2.1.21 PAPRGLi 4 M 6,5 grupcs redutores”

" 3.2.1.21 pNPTRG 11 4 mM 6,5 . p-nitrofenol?
Celulase 3.2.1.4 e 12 5,0 e 8,0 grupcs redutores"
Fosfatase acida 3.1.3.2 NPP 4 M 5,0 p-nitrofenol?
Fosfatase alcalina 3.1.3.1 NPP 4 mM 10,4 p-nitrofenol?
B~frutosidase 3.2.1.26 sacarose 7 mM 6,0 glicose!

" 3.2,1.26 sacarose 7 M 6,0 grupcs redutores"

" 3.2.1.26 rafincse 7 mM 6,0 grupcs redutores”
a-galactcsidase 3.2.1.22 melibicse 7 M 6,0 gliccse!

" 3.2.1.22 pNPoGal 4 mM 6,0 p-nitrofenol?
G-6-fosfatase 3.1.3.9 G-6-P 0,5 mM 7,2 fosfato inarganico®

e

0¥



Enzimas EC Substrato Cancentracao pH Deteminagao realizada

G-6-P desidrogenase 1.1.1. 49 G-6-P 1,5mM 7,4 famazan®
Lactase 3.2.1.23 lactose 7 mi 6,5 glicose!

" 3.2.1.23 pNPRGal 4 mv 6,5 p-nitrofenol?

" 3.2.1.23 oNPRGal 4 M 6,5 o-nitrofenol?

" 3.2.1.23 PRGal 4 mM 6,5 fenol®

" 3.2.1.23 pPAPRGal 4 mM 6,5 grupcs redutores”
Lactato desidrogenase 1.1.1.27 lactato de s&dio 50 mM 7,4 fomazan®
Maltase 3.2.1.20 maltose 7 mM 6,0 glicose!

" 3.2.1.20 maltose 7 mM 6,0 gliccse®

" 3.2.1.20 pNPoG1li 4 mM 6,0 p-nitrofenol?
Succinato desidrogenase 1.3.99.1 succinato de sddio 20 mM 7,5 formazan®
Trealase 3.2.1.28 trealose 7 M 6,0 glicose!

" 3.2.1.2¢ trealose 7 M 6,0 grupcs redutores"
Tripsina 3.4.21.4 BAPA 0,87 mM 9,0 p-nitroanilida®

Os ensaios foram realizades a 30°C, nos pHs indicados. Os tampoes utilizados (50 mM) foram: acetato (5,0), citrato-
fosfato (6,0), fosfato (6,5; 8,0), Tris/HC1 (7,4; 7,5), borato/NaOH (9,0, carboxipeptidase) e glicina/NaOH (9,0; 9,8;
10,4). O meio de reacao cam NPP a pH 10,4 continha, além do tampao, MgSO, 1 mM e o meio com amido continha NaCl 10 mM.
! - Segundo DAHI(VIST (1968). * - Ver item 2.20. ® - Segundo ERLANGER et al. (1961). “ - Sequndo NOELTING et al.
(1948). ° - Segundo LOWRY et al. (1951) e ver item 2.20. ® - Segundo DUBOWSKI (1962). ’ - Sequndo NICHOLSON & KIM
(1975) e segundo ROSEN (1957). ® - Ver item 2.20. ° - Segundo BAGINSKI et al. (1967).

187
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et al. (1951), na auséncia de sulfato de ccbre.

A atividade de succinato desidrogenase foi determinada ba
seando-se em ACKRELL et al. (1978), em um volume de reagao de 1 ml
contendo tampao Tris/HCl 50 mM, pH 7,5, succinato de sddio 20 mM,
Triton X-100 1,4% (v/v), KCN 1 mM, INT 0,2 mM e PMS 0,64 mM. A maio
ria das preparacoes de succinato desidrogenase contém uma misturade
enzimas na forma ativa e inativa. A forma inativa contém quantida-
des estequiométricas de oxalacetato (ACKRELL et al. (1978). A ati-
vagao da enzima foi obtida pela incubacao com a mistura de reagao,
menos o reagente colorido (INT e PMS), por 10 min a 30°C. A reagao
era iniciada pela adicao de INT mais PMS, interrompida pela adicgao

de 0,2 ml de HCl1 0,5N e a absorbancia foi lida a 500 nm.

A atividade de lactato desidrogenase foi determinada ba-
seando-se no método de BERGMEYER & BERNT (1974), em um volume de rea
cao de 1 ml, contendo tampao Tris/HCl 50 mM pH 7,4, lactato de sd -
dio 50 mM, NAD 1,5 mM, Triton X-100 1,4% (v/v), PMS 0,32 mM e  INT
0,2 mM, A reagao foi interrompida pela adicao de 0,2 ml de HC1l 0,5

N e a absorbancia foi lida a 500 nm.

A atividade de glicose-6-fosfato desidrogenase em conjun-
to com & atividade de 6-fosfogluconato desidrogenase foi determina-
da segqun@o 6 procedi ento de GLOCK & MCLEAN (1953), exceto que INT
foi usado eomo aceptor de elétrons. O meio de reagao (1 ml) conti-
nha tampao Tris/HC1 50 mM pH 7,4, MgCl, 3,6 mM, glicose-6-fosfato
1,5 mM, NADP 0,12 mM, Triton X-100 1,4% (v/v), PMS 0,32 mM e INT
0,2 mM. rﬁébsﬁ f6i interrompida pela adigao de 0,2 ml de HC1 0,5N

§ & Gbgoybarcia foi lida 4 5,0 .

A gtividade de gligose==fesfatase foi determinada atra -
v&s da medida do fosfato inorgdnico liberado no meio de incubacgao de

acordo com o método de BAGINSKI et al. (1967). O meio de reagao (0,2
L4
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ml) continha tampao Tris/HCl1 20 mM pH 7,2, EDTA 4 mM, NaF 2 mM e
glicose-6-fosfato 0,5 mM.EDTA e NaF foram incluidos no meio de incu
bacdo devido ao fato de que eles sao, respectivamente, inibidoresda
fosfatase alcalina e fosfatase acida de mamifero (EVANS, 1978). A
reacao foi interrompida pela adicao de 1 ml de &acido ascorbico 2%

(p/v) em TCA 10% (p/v).

As folhas de . pulchennima, e como consequéncia o conteill
do da membrana peritrofica ¢ as fezes de U, ello, contém um inibi -
dor do reagente glicoseoxidase/peroxidase, que & usado rotineiramen
te no ensaio de dissacaridases (cf DAHLQVIST, 1968). Por causa dis
to, a glicose produzida pela hidrolise da trealose, maltose e saca-

rose nessas preparacoes foi determinada como descrito na Tabela 1.

Quando S-gliconalactona estava presente, as velocidades i
niciais foram calculadas a partir de incubagoes realizadas por 20
min a 30°C em tampao fosfato de sdédio 50 mM, pH 6,5. Nessas condi-
cdes, 35% da concentragdo inicial de §-gliconolactona sofre hidroli
se expontanea, embora nao altere o pH do meio de incubagao. A au -
séncia de lactonase EC (3.1.1.17) em nossas preparacoes foi assegu-
rada pela medida de §-gliconolactona remanescente (HESTRIN, 1949)em

diferentes tempos, na presencga e auséncia das nossas preparagBes.

Os sedimentos obtidos por centrifugacao das diferentes pre
paragaes eram sSuspensos por reamogeneizagao em hamogeneizadores ti-
po Potter-Elvehjem. Quando essa providéncia nao & tamada antes de
se realizar os ensaios enzimaticos, a recuperacgao das enzimas parti
culadas fica bastante diminuida. Nos meios de reagao usados para
ensaiar enzimas previamente solubilizadas por Triton X-100, a con -
centracao desse detergente fol sempre mantida acima de 0,05%. Expe
rimentos controles mostraram que a atividade das enzimas & constan-

te em todas as concentracdes de Triton X-100 utilizadas nos ensaios.
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As proteinas foram determinadas de acordo com LOWRY et al.
(1951), usando a albumina de soro bovino como padrao. As preparagoes
de conteiido da membrana peritrofica, fluido ectoperitrofico, regur-
gitado, fezes e preparacoes contendo EDTA, apresentam interferentes.
Porisso, as proteinas dessas preparacoes foram previamente precipi-
tadas pela adicao de um volume de HC1lO, 1N gelado. O sedimento ob-
tido apds centrifugacao a 10.000x g por 10 min foi lavado por res -
suspensao e centrifugacao com HClO, 0,3 N e solubilizado em NaOH
0,1 N antes de ter as suas proteinas determinadas pelo método de

LOWRY et al. (1951).

2.21. Inibicao da hidrdlise de celobiose por oNPBGal e inibicao da

hidrolise de ONPRGal por celobiose

Afim de se determinar a atividade sobre oNPR-D-galactosi-
deo e sobre celobiose, quando os substratos encontravam-se presen -
tes simultaneamente nos meios de incubagao, uma aliquota era retira
da de cada amostra para determinar O-nitrofenalato, e dal estimar a
hidrdlise de ONPB-D-galactosideo, e outra aliquota utilizada para me
dida de glicose. A determinacao de glicose nesse experimento era
feita adicionando-se H; SO, 50% ao final da incubagéo com o reagente
de glicose oxidase/peroxidase (DAHLQVIST, 1968). Nestas condigSes
o o-nitrofenol encontra-se protonado e nao intérfere na leitura da

absorbancea, necessaria para a medida de glicose.

2.22, Identificacgao da configuracao do carbono anomérico da glicose

liberada pela celobiase

A glicose oxidase de fungos oxida B-D-glicosideos prefe -
rencialmente (KEILIN & HARTREE, 1952) e, por isso, ela tem sido usa

da, juntamente com a peroxidase e um corante aceptor de elétrons na
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identificacao da configuragdo anomérica da glicose liberada por dis

sacaridases (p. ex. SEMENZA et al., 1969).

Afim de se determinar a configuracao anomérica da glicose
liberada pela celobiase soluvel de E. ellfo, essa enzima foi incuba-
da por 10 min 3 temperatura ambiente (23°C) em tampao acetato 20 mM
pH 5,6 contendo HgCl, 1 mM com ONPBR-D-glicosideo. O tampao acetato
foi utilizado no lugar do tampao fosfato porque esse Gltimo Ion ace
lera o processo de anomerizagao (SCHRAY & BENKOVIC, 1978) . A adigao
de HgCl, na mistura de reagao é para inibir a mutarrotase (EC 5.1.3.33)
(BENTLEY & BHATE, 1960) presente em nossas preparagoes. Nessas con
digoes, aproximadamente 15% da celobiase & inibida pelo HgCl:. Ao
término dos 10 minutos, inibia-se a celobiase pela adicao de §-gli-
conolactona (1 mM final) ao meio de incubagao e retirava-se deste
uma aliguota de 0,1 ml antes e outra apds fervura por 5 min. As ali
quotas, adicionava-se 1 ml do reagente de glicose oxidase/peroxida-
se (DAHLQVIST, 1968) e as absorbancias eram a seguir lidas continua
mente a 420 nm. Uma terceira aliquota era retirada do meio de incu
bacdo para a determinagao da glicose liberada a partir da quantifi-

cagao do O-nitrofenol liberado.

Os controles foram preparados como as amostras experimen-
tais, substituindo o substrato por uma solugcao de a-D-glicose recem
preparada ou por uma solugao de a-D-glicose previamente fervida, am
bas solucdes em concentragoes iguais a das amostras experimentais.
Os controles foram incubados por 5 minutos antes da adicao de §-gli

conolactona e do reagente de glicose oxidase/peroxidase.

2.23. Determinacao do Km e Ki das hidrolases

As enzimas foram incubadas (nas condigoes de ensaio como

descrito no item 2.20 e Tabela 1) com dez diferentes concentragoes
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de substrato. Os valores de Km foram determinados a partir de plo-
tes de Lineweaver-Burk. Afim de se determinar os valores de Ki, as
enzimas foram incubadas com oito diferentes concentracoes de inibi-
dor, para cada uma das quatro concentracoes de substrato utilizadas.
Os valores do Ki foram obtidos a partir de replotes da inclinacgao e
intercepto do plote de Lineweaver-Burk contra a concentragao do ini

bidor utilizado (SEGEL, 1975).

O acido gliconico para ser usado como inibidor foi prepa-
rado como se seque. Solugoes de S§-gliconolactona 20 mM em tampao
fosfato 0,2 M pH 8,0 foram incubadas a 30°C por 4 h. Apds esse tem
po elas foram diluidas com tampao fosfato 0,2 M pH 6,5 e seus valo-

res de pH ajustados para 6,5.

Na determinacao do Ki para Tris a forga idnica foi manti-
da constante nos diferentes meios de incubagao pela adigao de quan-

tidades adequadas de NaCl.

2.24. Purificacao da amilase e da maltase

A amilase foi parcialmente purificada por precipitacao por
sulfato de amdnio. A fracao solivel das células ventriculares foi
adicionado sulfato de amdnio suficiente para este ficar numa satura
cao de 35%. Apds 10 min. a frio, a suspensao resultante foi centri
fugada a 10.000xg por 10 min a 4°C., O sedimento foi suspenso em
dgua, usando um homogeneizador tipo Potter-Elvehjem e dialisado du-
rante uma noite contra 1.000 volumes de agua a 4°C. Esta prepara -
cao de amilase contém em torno de 75% da amilase e 40% da proteina
presente na preparacgao original. Esta preparacao foi utilizada sem
pre que se fazia necessaria uma amilase parcilamente purificada, ex
ceto para a obtencao de anticorpos. Outra técnica utilizada para a

purificacao da amilase foi a eletroforese em cilindro de gel de po-
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liacrilamida. Amostras da fragao solivel das células do ventriculo
foram submetidas a eletroforese em cilindro de gel de poliacrilami-
da 8,5%. As fragdes com atividade de amilase obtidas a partir de va
rios cilindros foram combinadas, centrifugadas (10.000xg, 10 min.,
4°C) e o sobrenadante dialisado contra 1.000 volumes de agua duran-
te a noite a 4°C. A preparacao dialisada foi utilizada para obten-

g¢ao de anticorpos em coelho.

A maltase foi parcialmente purificada por eletroforese co

mo descrito acima para a amilase.

2.25. Preparacao de anticorpos contra a amilase sollivel da larva de

E. ello

Aproximadamente 220 g de amilase (purificada por eletro-
forese em cilindros de gel de poliacrilamida) em 7 ml de NaCl 0,1 M
foram combinados com 1 ml de adjuvante completo de Freund. A emul-
sao resultante foi injetada subcutaneamente em varios lugares do ocor
po de um coelho. Apds 30 dias, foram realizadas aplicagoes seme =~
lhantes & descrita acima usando, entretanto, adjuvante incompleto
de Freund. Sete dias apds a Ultima injegao, retirou-se cerca de 30
ml de sangue do coelho. O sangue foi mantido a 37°C por 1 hora e a
4°C por uma noite. A seguir, o sangue foi centrifugado a 3.000 xg,
10 min., 4°C e ao sobrenadante (soro) foi adicionado uma solucgao de
sulfato de aménio pH 6,8 (saturacao final 50%). Apds 18 h a tempe-
ratura ambiente (23°C) a suspensao resultante foi centrirfugada a
5.000xg, 15 min., 4°C. O sedimento foi ressuspenso em sulfato de
amonio 50% pH 6,8 e a preparagao foi novamente centrifugada a 5.000
X g, 15 min., 4°C. O Gltimo passo foi repetido uma outra vez e ose
dimento final foi solubilizado em NaCl 0,1 M e dialisado contra 1.000
volumes de NaCl 0,1 M durante uma noite com uma troca da solucao de

dialise. Apds a dialise, a amostra foi centrifugada a 10.000 x g por
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10 min a 4°C e o sobrenadante foi guardado a -20°C até o uso como

antissoro.

2.26. Imunodifusao e imunoeletroforese

As imunodifusoes duplas foram realizadas de acordo com o
método de OUCHTERLONY (1968), usando como suporte agarose 1%, conten

do NaCl 0,15 M, NaN; 0,1% em tampao glicina/NaOH 0,1 M pH 9,8.

As imunoeletroforeses foram realizadas em laminas de mi -
croscopio, utilizando como suporte agarose 1% em tampao Tris/HCl 30
mM, pH 8,6 contendo acetato de sddio 50 mM. As amostras foram apli
cadas em um poco de 3 mm de diametro e a eletroforese foi realizada
aplicando uma corrente constante de 5 mA/lamina. O tampao do banho
utilizado foi Tris/HC1l 50 mM pH 8,6 contendo acetato de sodio 83 mM.
Apds a corrida eletroforética, o antissoro foi aplicado em uma fen-
da lateral e a imunodifusao foi realizada a temperatura ambiente

(23°C) em uma camara umida.
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3. RESULTADOS

3.1. Organizagao espacial do processo digestivo em larvas de E.

ello

3.1.1. Consumo de alimento e tempo de trafego do bolo alimentar

0 indice de consumo de folhas de E. pulcherrnima pelas lar
vas de E. ello & de 2,1 £ 0,2 (média e desvio padrao da média de 3
determinacoes), o coeficiente de digestibilidade & 45 * 2% (média e
desvio padrao da média de 3 determinacoes) , enquanto que a eficién-
cia de conversao do alimento em tecido corporal & de 25 * 1% (média
e desvio padrao da média de 3 determinacoes). De acordo com O bai-
xo coeficiente de digestibilidade, o exame das fezes ao microscopio
revelou que elas sio compostas de fragmentos de folhas apresentando
células com paredes celulares vazias na periferia e células intac -

tas no centro.

A velocidade do alimento através do tubo digestivo de lar
vas de E. ello do quinto estadio & de 3,2 + 0,2 cm/h (média e des -
vio padrdo da média de 5 determinacoes). Desse modo, © alimento
gasta aproximadamente 150 min para atravessar O tubo digestivo das

larvas maduras (cerca de 4 g de peso fresco) de E. ello.

3.1.2. pH do contelido luminal do tubo digestivo

0 conteldo do ventriculo & mais alcalino dentro da membra
na peritrofica do que na camada de fluido localizado na superficie
do epitélio ventricular (Tabela 2). Contudo, em ambos os lugares,
os valores de pH sao maiores na regiao média do que na regiao ante-
rior e posterior. O conteido do ventriculo parece ser bem tampona-

do uma vez gue seus valores de pH nao variam muito entre individuos.
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O mensmo parece nao ocorrer com o centeido do papo e do ileo.

Tabela 2 - pH do conteGdo luminal em diferentes regices do intesti-

no da larva de E. elfo*

_ Contendo Superficie Conteudo da Conteudo
Regioes do do epitélio membrana do
papo ventricular peritrofica ileo
Anterior - 8,1 + 0,1 29,3 £+ 0, -
Média - 8,5 + 0,2 9,8+ 0, -
Posterior - 7,8 + 0, 9,4 + 0, -
Total 7,2 + 0,4 - - 6,7 + 0,4

* As regioces do ventriculo correspondem aproximadamente s trés re-
gioes macroscopicamente visiveis no epitélio ventricular da larva
de E. eflov. O conteido da membrana peritrofica corresponde ao ma
terial contido no interior de cada regiao do ventriculo. Os nime
ros sao médias e desvios padroes da média baseados em 4 determina
¢oes independentes. Maiores detalhes sao dados em Materiais e M@
todos.

3.1.3. Distribuicao das hidrolases entre as regices do tubo digesti

vo da larva de E. efflo

As hidrolases apresentadas na Tabela 3 foram ensaiadas no
intestino anterior, ventriculo, instestino posterior, nas glandulas
salivares e nas folhas de Euphorbia pulchennima. A celulase foi tam
bém ensaiada, embora nao tenha sido encontrada em nenhuma das prepa
racoes relacionadas. As atividades encontradas no ventriculo cor -
respondem a pelo menos 98% da atividade medida no intestino inteiro
de E. ello (Tabela 3). As atividades das hidrolases nas glandulas
salivares foram insignificantes, correspondendo a menos do que Q,1%
da atividade determinada no ventriculo. A atividade determinada em

0,86 g de folhas (equivalente a massa de folhas ingerida por cada



Tabela 3 - Hidrolases presentes nas diferentes regides do tubo digestivo da larva de E. elfo*

Enzimas hig?i;i:ggo Intestino anteriar Ventriculo Intestino posterior**
Ami lase anido 40 =1 (140 = 20) 29,000 £ 1.000 (400 = 50) 190 = 6 (140 + 30)
Aminopeptidase IPNA 2,1, 29,4 (4,9 £ 0,2) 9.000 £ 1,000 (150 % 10) 1. & 2 (6 * 1)
Carboxipeptidase ZGlyPhe = 900 = 100 ( 10 = 1) -
Celobiase PNPRG1i 0,3+0,01 (1,1 +0,1) 1,300 £ 200 ( 16 = 1) 1 = 0,1 (0,5 % 0,05)
Fosfatase alcalina NPP - 7.000 = 1,000 (100 % 10) -
B—frutosidase sacarose - 15.000 £ 600 (200 = 20) -
Maltase maltose 9 =1 (7 & 1) 4,800 + 600 ( 47 £ 6) 3 *0,5(2 0,5
Trealase trealose 25 + (45 = 4) 1.700 # 100 ( 18 = 2) 32 =3 (20 = 2)
Tripsina BAPA 8.7 £ 0,1 (1,3%0,3) 300 = 40 ( 4+ 0,5 8,5 £ 0,1 40,3 £ .0,65)

* Os resultados sao atividades expressas em mUnidades/animal e atividades especificas (entre parénte-
ses) expressas em mUnidades/mg de proteina. As médias e desvios padroes da média foram baseados em

determinacoes realizadas em 5 preparacoes diferentes contendo 2 animais cada.

**Inclui somente o contefido do ileo, uma vez que a bolota fecal localizada no reto & normalmente excre

tada durante a disseccao.

IS



52

larva em um periodo de tempo igual ao tempo em que o bolo alimentar
gasta para atravessar o tubo digestivo) corresponde a menos do que
1% da atividade encontrada no ventriculo. Desse modo, a atividade
das hidrolases determinadas nas diferentes regioes do tubo digesti-

vo sao muito provavelmente originadas do ventriculo da larva de E.

ello.

Nio ha nenhum ativador ou inibidor no epitélio ventricu -
lar ou no contelido da membrana peritrdfica, que afete as enzimas di
gestivas da larva de . ¢(lc. Essa conclusao baseia-se no fato de
(que os cnsaios realizados nas partes do ventriculo separadamente, a
pds serem somados, igualam-se aos ensaios realizados em misturas de
homogeneizados de epitélio ventricular com contetdo da membrana pe-
ritrdfica. Experimentos semelhantes mostraram que O intestino pos-
terior e os tubos de Malpighi nao contém ativadores nem inibidores

para a amilase, tripsina e a aminopeptidase.

A fosfatase alcalina do ventriculo & recuperada completa-
mente no epitélio ventricular, quantidades insignificantes sao de -
terminadas no conteildo da membrana peritrdfica (Tabela 4). Somente
cerca de 70% da atividade de amilase e tripsina presente no homoge-
neizado do ventriculo inteiro & recuperada quando O epitélio ventri
cular e o conteido da membrana peritrofica sao ensaiadas separada -
mente, sugerindo que 30% dessas atividades sao perdidas durante a

disseccgao.

As atividades de p-N-acetilglicosaminidase, aminopeptida -
se, carboxipeptidase, celobiase, B-frutosidase, a~galactosidase,mal
tase e trealase, ao contrario das atividades observadas para amila-
se e tripsina, sao encontradas em maior quantidade no epitélio ven-
tricular e em menor quantidade no contetdo da membran peritrdofica
(Tabela 4). Contudo, de forma semelhante 3 amilase e a tripsina, a

soma de suas atividades no epitélio ventricular e no conteldo da mem



Tabela 4 - Hidrolases presentes no epitélio ventricular e no contefido da membrana peritrdfica da lar-

va de E, ello*

Conteddo da

Enzimas membrana peritrdfica Epitélio ventricular Soma
B-N-acetilglicosaminidase 3 = 0,05 ( 0,4 £ 0,05) 40 * 5 ( 2% 0,2) 43
Amilase 14,000 = 1.200 (1.000 * 100) 6.000 =z 1.000 (150 * 20) 20.000
Aminopeptidase 200 = 10 ( 20 x 2) 6.300 = 700 (200 = 20) 6.500
Carboxipeptidase 200 = 20 ( 20 1) 500 = 50 ( 20 £ 1) 700
Celobiase 10 = 1 ( 1 +0,1) 1.000 = 100 ( 30 = 2) 1.010
Fosfatase alcalina 200 = 30 ( 10 + 0,5) 6.000 # 500 (240 z 30) 6.200
B-frutosidase 400 * 10 ( 20 + 2) 14.000 = 200 (400 = 20) 14.400
a-galactosidase 1l =+ o, ( 0,1+ 0,001 20 = 1 ( 1z 0,01 21
Maltase 40 = 20 ( + 0,1) 3.000 200 ( 80 = 10) 3.040
Trealase 50 5 ( + 0,5) 1.200 + 200 ( 30 = 3) 1.250
Tripsina 150 +* 10 (10 + 1) 70 * 10 ( 2 ¢+ 0,1) 220

* Os resultados sao atividades expressas em mUnidades/animal e atividades especificas (entre parénte-
ses) expressas em mUnidades/mg de proteina. O conteldo da membrana peritrdfica refere-se realmente

a homogeneizados da membrana peritrofica com seu conteldo, como descrito em Materiais e Métodos, po-

dendo assim incluir enzimas adsorvidas em sua superficie externa e presas entre as suas lamelas cons-

tituintes. As médias e desvios padroes da média foram baseados em determinagdes realizadas em 5 pre

paragoes diferentes obtidas a partir de 2 larvas cada.

€S
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brana peritrofica correspondem a aproximadamente 70% daquela encon-
trada no ventriculo inteiro, com excecao da B-frutosidase que & re-
cuperada completamente no epitélio ventricular. Uma possivel expli
cagao para a diferenga de atividade encontrada entre o ventriculo in
teiro e a soma de atividades no conteido da membrana peritrofica e
epitélio ventricular, determinadas separadamente (comparar a Tabela
3 com a Tabela 4), seria a perda das enzimas localizadas no espacgo

ectoperitrofico durantc a disscccgao.

A B-N~acetilglicosaminidase, amilase, celobiase, B-fruto-
sidase, a-galactosidase, maltase e a trealase ocorrem em maior quan
tidade na fracao soluvel das células do epitélio ventricular, en -
quanto a aminopeptidase, carboxipeptidase e a tripsina ocorrem em
maior quantidade na fragao de membrana. Esses resultados foram ob-
tidos através da determinagao da atividade das enzimas no sobrena -
dante e no sedimento da centrifugacgao 100.000x g, 60 min., 4°C de

homogeneizados do epitélio ventricular em meio hipotonico (agua).

A solucgdo isotdnica (NaCl 125 mM) utilizada para lavar o
epitélio ventricular possui uma composicao enzimatica diferente das
células e do conteddo da membrana peritrofica (Tabela 5). Dessa for
ma, & possivel que ela represente um outro compartimento do ventri-
culo: o fluido ectoperitrdfico. A atividade especifica de B-N-ace
tilglicosaminidase, amilase, carboxipeptidase e tripsina & maior no
fluido ectoperitrdfico do que no epitélio ventricular (Tabela 5),
mostrando que elas sao secretadas para o espago ectoperitrdofico en-
quanto a atividade especifica de aminopeptidase, celobiase, a-galac
tosidase, maltase e trealase & menor no fluido ectoperitrdfico do
gue no epitélio ventricular (Tabela 5), o que torna impossivel di-
zer se elas sao realmente secretadas para o espago ectoperitrofico
ou se a baixa atividade especifica encontrada & devido a descamagao

e/ou rompimento celular durante a dissecgao.
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Tabela 5 - Hidrolases presentes no conteiido da membrana peritrdfica,

epitélio ventricular e fluido ectoperitrdfico*

Contelido da

Enzimas pgﬁﬂg§;§2a végﬁgigiﬁ;: ectosggﬁtéfica
f-N-acetilgli cosaminidase 0,4+ 0,06 2+ 0,3 3 + 0,6
Amilase 1.000 + 100 150 + 20 1.000 + 60
Amincpeptidase 20 + 3 200 = 20 40 =
Carboxipeptidase A 20 + 1 20 £ 2 50
Celcbiase 1 + 0,2 30 3 10 +
o~galactosidase 0,1+ 0,001 1+ 0,002 0,4+ 0,02
Maltase 4 + 2 80 + 20 30 ¢
Trealase 3 + 0,6 30+ 4 20 #
Tripsina 10 + 2 2+ 0,2 10 =

* 0 fluido ectoperitr6fico foi coletado através da lavagem da super
ficie luminal do epité&lio ventricular. Os resultados sao ativida
des especificas expressas em MNMUnidades/mg de proteina. As médias
e desvios padroes da média sao baseados em determinacoes realiza-
das em 3 preparacoes diferentes obtidas a partir de 2 larvas cada.

Maiores detalhes em Materiais e l1étodos.

A amilase e a tripsina sao encontradas em grande gquantida
de, a aminopeptidase e celobiase em menor quantidade, e a maltase e
a trealase estdo ausentes do material regurgitado do ventriculo (Ta

bela 6).

Membranas peritroficas com seu contetudo foram divididas ao
meio (separando uma regiao anterior e uma regiao posterior) e homo-
geneizadas como descrito em Materiais e Métodos. Os homogeneizados
das duas regioes foram ensaiados e 60 * 1% da atividade da amilase
e 61 + 3% da atividade da tripsina foram encontradas na regiao ante

rior (média e desvio padrao da média de 3 determinagoes). Assim, as

hidrolases que sem davida penetram no espago endoperitrdfico (amila
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se e tripsina) ocorrem principalmente na regiao anterior do lamen

da membrana peritrofica.

Os resultados até o presente mostraram que as enzimas en-
volvidas em digestao inicial (amilase e tripsina) sao principalmen-
te secretadas para o limen e sao encontradas no espago endoperitrd-
fico. As enzimas responsaveis pela digestao intermediaria e final
(B-N-acetilglicosaminidase e carboxipeptidase) estao localizadas nas
células do ventriculo e sao secretadas para o limen mas nao penetram
no espacgo endoperitrofico enquanto aminopeptidase, celobiase, a-ga-
lactosidase, maltase e trealase sao encontradas majoritariamente nas

células do ventriculo.

Tabela 6 - Hidrolases presentes nas fezes e no material regurgitado

da larva de £, collo*

Enzimas Fezes Regurgitado
Amilase 400 + 60 (200 * 30) 6.000 + 2,000 (50 + 20)
Aminopeptidase 20+ 6 (10 = 3) 200 #* 60 ( 2 + 0,6)
Celobiase ausente 3 ¢ 2 (0,03 0,02
Maltase ausente ausente
Trealase ausente ausente
Tripsina 4+ 1 ( 2+ 0,6) 150 + 100 (1 + 0,06)

* Os resultados sao atividades expressas em mUnidades/grama de fe-
zes ou mUnidades/ml de material regurgitado, e atividades especi
ficas (entre parénteses) expressas em mUnidades/mg de proteina.
As médias e desvios padroes da média sao baseados em ensaios rea-
lizados em 3 preparacoes diferentes. Ausente corresponde a ativi
dades menores do que 3 mUnidades/g de fezes ou 1 m Unidade/ml de
regurgitado. O material regurgitado, obtido passando uma fraca
corrente elétrica através da larva, varia amplamente em aparéncia
entre os diferentes animais. Maiores detalhes em Materiais e Mé-
todos.
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3.1.4. Excrecao das enzimas digestivas

A estabilidade das enzimas digestivas em condicdes seme -
lhantes aquelas vigentes no interior do ventriculo da larva de E.
¢llo & mostrada na Tabela 7. A amilase, tripsina e a aminopeptida-
se sao estaveis também em condicdes semelhantes Aquelas do conteiido
do ileo da larva de E. ello (pH 6,7, 23°C), por pelo menos 150 min.
Levando estes dados em consideragao, a excregao das enzimas digesti
vas pela larva de E. ¢llo foi calculada a partir das diferentes ati
vidades determinadas tanto nas fezes, quanto nos homogeneizados de

intestino posterior (Tabela 8).

Tabela 7 - Estabilidade das enzimas digestivas da larva de E. efflo

em condicoes semelhantes as encontradas em seu tubo di -

gestivo*
Atividade Atividade
Enzimas remanescente Enzimas remanescente
(%) (%)
Amilase 110 + 10 Maltase 30 =
Aminopeptidase 70 £ 5 Trealase 100
Celobiase 60 * 10 Tripsina 90 =

* As atividades remanescentes foram calculadas ensaiando-se as hi -
drolases em amostras de conteido da membrana peritrdfica (dilui -
das duas vezes) mantidas a temperatura ambiente (23°C), pH 9,5, no
tempo zero e apds um periodo de tempo igual aguele que o bolo ali
mentar leva para atravessar o tubo digestivo de E. effo (150 min.).
Os resultados sao médias e desvios padroes da média baseados em de
terminagoes realizadas em 4 preparagoes diferentes obtidas a par-

tir de 2 larvas cada.



58

Tabela 8 - Atividade das hidrolases excretadas pela larva de E. ello
apos um periodo de tempo igual ao tempo de trafego do bo

lo alimentar através do tubo digestivo*

Qo

2 do ventriculo inteiro

Enzi :
nzimas Calculado a partir Calculadg a partlr.de
. * % hanogeneizados de in-
das fezes . .
testino posterior***

Amilase £ 0,1 7 + 0,4
Aminopeptidase 0,2 £ 0,04 2+ 0,2
Celobiase 0 1+0,1
Maltase 0 2+ 0,4
Trealase 0 20 = 2

Tripsina 1 + 0,1 2+ 0,4

* O0s resultados sao médias e desvios padroes da média baseadas em 5

determinagoes.

** Calculados a partir dos dados das Tabelas 3, 6, 7 e texto, levan
do em consideracao que a larva madura de E. eflo (cerca de 4 g de
peso fresco) excreta 0,5 t 0,05 g de fezes (peso fresco de 4 de -
terminacoes) em um periodo de tempo idéntico ao tempo gasto para

o alimento atravessar o tubo digestivo.

*** Calculado a partir dos dados das Tabelas 3, 7 e texto, assumin-
do que todas as atividades encontradas nos homogeneizados de in -
testino posterior s3o devidas ao seu contelido (ver nota na Tabela
3) e que o ileo esvazia 10 vezes durante um periodo de tempo idén
tico ao tempo de trafego do alimento pelo intestino (150 min.).Es
ta Gltima hipdtese & baseada na observacao de que o ileo contém
material visualmente equivalente a uma bolota fecal e que cada lar
va excreta 10 dessas bolotas em 150 min.

3.1.5. Injecao de corante na hemolinfa e no tubo digestivo de E.

ello

300 ml de solucdao aquosa de amarante 0,1 M foi introduzi-

da no esdfago das larvas de E. ¢fLo e apds 75 min. as larvas foram
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dissecadas. Uma inspecao do lado luminal do ventriculo revelou que
os dois tercos anteriores do ventriculo (correspondentes as regioces
anterior e média) estavam mais corados do que o tergo posterior do
ventriculo (correspondente a regido posterior). Uma injegao de 100
ml da solucao de amarante 0,1 M na hemolinfa, seguido da observagao
(apds 15 h) do lado hemolinfatico do ventriculo mostrou que o tergo
posterior do ventriculo estava mais corado do que os seus dois ter-

¢os anteriores.

3.1.6. Microscopia Optica e eletrdnica

3.1.6.1. Histologia do ventriculo

A morfologia geral do ventriculo da larva de E. ¢flo & se
melhante 3quela de Manduca sexta (cf. CIOFFI, 1979). O epitélio do
ventriculo da larva de E. elfo, formado por uma Unica camada de cé-
lula, apresenta tré@s regioes visiveis a olho nu: uma regiao anteri
or, uma regido média e uma regiao posterior. As regioes anterior e
posterior s3ao mais espessas que a regiao média devido a diferengas
no grau de dobramento do epitélio. Trés espécies de células podem
ser reconhecidas no epitélio do ventriculo: células colunares, célu
las caliciformes e células endocrinas. Uma mudanga na morfologia

das células colunares e das células caliciformes & observada ao lon

go do ventriculo.

3.1.6.2. Ultraestrutura das células da regiao anterior e média do

ventriculo

" Celulas colunares:

A membrana plasmatica apical das células colunares & modi

ficada em microvilosidades cilindricas, apresentando um topo dilata
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do, de onde observam- —-Se vesiculas aparentemente destacando-se (Flgu
ra 3,1). As microvilosidades s3o cobertas PoOr um proeminente glico
calix (Figura 3.4) e apresentam vesiculas brotando a partir de sua
regiao média. As membranas plasmaticas laterais entre células colu
nares adjacentes sao irregulares, algumas vezes modificadas em in -
terdigitacoes ao longo do complexo juncional, o qual consiste prin-
cipalmente de juncdes septadas. As mitocondrias estdo associadas 3
membrana plasmatica basal, que & invaginada com poucas aberturas pa
ra o espaco subjacente (Figura 3.2). 0 reticulo endoplasmatico ru-
goso €& encontrado em grande quantidade na base da célula, mas & es-
casso no apice. Alguns c¢lementos de Golgi (Figura 3.5) ocorrem pro
Ximo ao nicleo, que & localizado no centro da célula, enquanto que

0s ribossomos livres predominam no citoplasma apical,

Embora grande parte das células colunares da regiao média
estejam de acordo cam a descricao acima, muitas dessas células apre
sentam uma morfologia intermediaria entre as células colunares da
regiao anterior e da regiao posterior que sers camentada mais adian

e,

Células enddcrinas:

As ceélulas endbdcrinas ocorrem em pequeno numero na base
das células colunares e apresentam a morfologia comumente encontra-

da nos Lepidoptera (cf. ENDO & NISHIITSUTSUTI-UWO, 1981).

Células caliciformes:

As células caliciformes apresentam uma grande cavidade ba
sal formada pela invaginacao de sua membrana plasmatica apical. Es-

£ idade abre-se para o limen do intestino através de um prolonga
a cav

alvula.
nento estreito que termina em uma estrutura semelhante a uma va

he

nte-

rosas microvi-
\YY.QX\Q Qlasmatxca apical invaginada apresenta nume i
“\ % X\?Q\\\ nitocondrias alongadas em seu

s W
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Figura 3 - Células colunares da regiao anterior do ventriculo das
larvas de E. c¢llo e fracao particulada do fluido ectopentrofico. A
breviacoes como na Figura 31.

(3.1) Aspecto das microvilosidades mostrando as vesiculas destacan-
tes (setas). Barra 1l um x 11.000. (3.2) Aspecto da base celular gore
sentando as invaginacoes da membrana basal com poucas aberturas (se
tas) para o espaco subjacente. Barra 1 um x 25.000. (3.3) Fragao par
ticulada do fluido ectoperitrofico do ventriculo da larva de E. ello.
Barra 0,5 uym x 48.000. (3.4) Detalhe das microvilosidades mostrando
o glicocalix (setas). Barra 0,1 um x 70.000. (3.5) Complexo de Gol
gi. Barra 0,5 um x 44.000.
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rior. (Figura 4.7). No lado citoplasmatico da membrana dessés micro
vilosidades, podem-se notar numerosos botoes (Figura 4.6). Muitos ri
bossomos livres estao espalhados por todo o citoplasma. O reticulo
endoplasmatico (tanto o liso quanto o rugoso) nao @ bem desenvolvido.
A membrana plasmatica basal apresenta invaginagoes cam poucas abertu

ras para o espago subjacente e &€ associada a mitocondrias (Figura 4.7).

3.1.6.3. Ultraestrutura das células da regiao posterior do ventricu

lo

Células colunares:

As células colunares sao caracterizadas por um nicleo cen
tral, Pela presenca de microvilosidades cilindricas dispostas em ar-
ranjo regular na face apical da célula (Figura 5.8), e por uma mem -
brana plasmatica basal bastante invaginada (Figura 5.10). As micro-
vilosidades sao cobertas por um proeminente glicocalix (Figura 6.11)
e apresentam ao longo de seu comprimento um grande nimero de vesicu-
las can membrana dupla em processo de brotamento (Figuras 5.8 e 5.9).
A membrana plasmatica basal apresenta invaginacoes dispostas em um
arranjo paralelo que se estendem até pelo menos a metade da altura
da célula. Essas invaginagOes associadas com numerosas mitocdndri -
as) apresentam grande nimero de aberturas regularmente espacadas e
dirigidas para o espago subjacente. As referidas invaginacdes s3ao
mais abundantes no citoplasma adjacente &s células caliciformes (Fi-
guras 5.10, 7.13 e 7.15). No citoplasma basal observam-se numerosos
elementos de Golgi (Figura 6.12) e um reticulo endoplasmatico rugoso
bastante desenvolvido. Vesiculas sao visiveis desde a vizinhancga do

Golgi até o citoplasma apical (Figuras 6.11 e 6.12).

Células endodcrinas:

Células enddcrinas semelhantes aquelas encontradas na re-
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Figura 4 - Células caliciformes da regizo anterior do ventriculo da
larva de E. ellfo. Abreviacoes como na Figura 31.

(4.6) Detalhe das microvilosidades modificadas com mitocdndrias em
seu interior. Observar as particulas ao longo do lado citoplasmati
co da membrana (setas). Barra 0,5 ym x 50.000. (4.7) Aspecto geral

da célula caliciforme. Barra 1 um x 19.000.



Figura 5 - Células colunares da regiao posterior do ventriculo da
larva de E. ello. Abreviacoes como na Figura 31.

(5.8) Aspecto das microvilosidades mostrando as vesiculas brotantes
(setas). Barra 1 um x 22.000. (5.9) Detalhe de uma vesicula brotan
te. Barra 0,1 um x 80.000. (5.10) Aspecto da membrana plasmiatica
basal apresentando invaginagoes bastante desenvolvidas e com muitas

aberturas para o espago subjacente. Barra 0,5 um x 35.000.



63

Figura 6 - Célula colunar da regiao posterior do ventriculo da lar-
va de E. ello. Abreviacbes como na Figura 31.
(6.11) Aspecto do citoplasma apresentando vesiculas de secrecgao.

Barra 1 um x 17.000. (6.12) Complexo de Golgi com grandes vesicu-

las associadas. Barra 0,5 um x 45.000.
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giao anterior sao observadas na regiao posterior do ventriculo.

Células caliciformes:

As células caliciformes apresentam uma grande cavidade,
formada pela invaginagao da membrana plasmatica apical, na parte su
perior da célula. Esta cavidade abre-se através de uma valvula, di
retamente para o lumen do intestino e sua membrana apresenta numero
sas microvilosidades modificadas que podem ou nao conter mitocondri
as (Figuras 7.13 e 7.14). Quando as mitocondrias estao presentes,
elas ocorrem principalmente na parte apical das microvilosidades. O
lado citoplasmatico das membranas das microvilosidades que contém
mitocondrias & revestido por botdes (Figura 7.14). A parte basal
da célula é formada por um pedinculo de citoplasma, que contém o ni
cleo, um reticulo endoplasmatico rugoso bem desenvolvido e muitos ri
bossamos livres. A membrana plasmatica basal apresenta canais es -
treitos com mais aberturas para o espago subjacente do que as encon
tradas nas células caliciformes da regiao anterior. As mitocondri-
as estao associadas camn essas invaginacoes, embora elas sejam mais

abundantes na base das microvilosidades modificadas.

3.1.7. Centrifugacao diferencial de homogeneizados de células do

ventriculo de E. ello

3.1.7.1. Marcadores enzimaticos de fracoes subcelulares

Ventriculos de larvas de E. effo foram homogeneizados u -
sando-se um homogeneizador do tipo Dounce (10 movimentos de pistao)
ou do tipo Omni-mixer (Sorvall) a 5.000 rpm por 2 periodos de 15 s.
nos seguintes meios: (a) KC1l 125 mM, pH 7,0; (b) EDTA 5 mM em KC1
115 mM, pH 7,0; (c) manitol 215 mM, EDTA 5 mM em tampao Tris/HCl 5

mM, pH 7,1. As atividades enzimaticas distribuem-se entre as dife-
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rentes fragoes subcelulares de forma similar em todas as cond goes

de homogeneizacao utilizadas. Entretanto, a recuperagéo das enzi -
mas foi maior, e os resultados mais reproduziveis, quando os teci -
dos foram homogeneizados em homogeneizador tipo Dounce em manitol -
EDTA-tampao Tris. Devido a isso essas condigoes foram escolhidas ®

mo rotina.

A fosfatasce alcalina ocorre principalmente nas fragaes par
ticuladas, sendo que pequenas quantidades foram encontradas na fra-
cao solivel das células ventriculares das larvas de E. ello (Figura
8). Estes resultados sugerem que a fosfatase alcanlina do ventricg
lo das larvas de E. ello é ligada a membrana plasmatica, como des -
crito para outros insetos (FERREIRA & TERRA, 1980; HANOZET et al.,
1980). A fosfatase alcalina de E. elfo ensaiada com p-nitrofenil
fosfato (Km 1,7 mM) & inibida pelos inibidores competitivos linea -
res simples glicose-6-fosfato (Ki 1,2 mM) e B-glicerolfosfato (Ki

1,3 mM).

A glicose-6-fosfatase & usualmente usada como um marcador
de reticulo endoplasmatico de células de mamifero, embora frequente
mente sua atividade reflita fosfatases gerais e nao especificas (E-
VANS, 1978). No ventriculo das larvas de E. eflfo, a distribuigao in
tracelular da atividade de glicose-6-fosfatase (ensaiada em Tris/HCl
pH 7,2) & idéentica aquela da fosfatase alcalina mostrada na Figura
8. A atividade sobre glicose-6-fosfato (concentragao final, 5 mM)
€ completamente inibida por B-glicerolfosfato 63 mM da mesma forma
que a fosfatase alcalina, ver acima, em tampao MOPS/HC1 15 mM, pH
6,2. Os resultados sugerem que o ventriculo de E. effo nao contém
uma glicose-6-fosfatase. A atividade de glicose-6-fosfatase obser-

vada parece ser devido a atividade de fosfatase alcalina.

A lactato desidrogenase (marcador de citossol, EVANS, 1978)

e a succinato desidrogenase (marcador de mitocondria, EVANS, 1978)
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Figura 8 - Distribuigao dos marcadores enzimaticos nas fragdes sub-
celulares do ventriculo da larva de E. eflo.

Meio de homogeneizagao: Manitol 215 mM, EDTA 5 mM em tampao Tris/
HCl1 5 mM, pH 7,1.

A atividade de G-6-P desidrogenase apresentada € a soma da ativida-
de da G-6-P e 6-fosfogluconato desidrogenase. Os dados sao apresen
tados de acordo com DE DUVE et al. (1955) (ver item 2.12) ¢ sao mé-
dias e desvios padroes da média baseado em determinagdes realizadas
em 3 preparagoes independentes obtidas a partir de 2 larvas cada.
As fracoes estdao apresentadas da esquerda para a direita na ordem em
que elas foram obtidas (P,, P,, P3, Py, e S respectivamente). A recu
peragao da atividade das hidrolases nas fracdes subcelulares foram
de 80 a 110% da atividade do homogeneizado inicial. Detalhes em Ma
teriais e Métodos e no texto.
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foram determinadas com sucesso em E. effo (Figura 8). A glicose-6-
fosfato desidrogenase (marcador de citossol, STRYER, 1981) foi tam-
bém ensaiada. Entretanto, como pode ser observado na Figura 8, a
glicose-6-fosfato desidrogenase apresenta uma atividade significati
va na fragao Py, o que sugere a existéncia de uma enzima microssdmi

ca minoritadria, além da enzima soliivel majoritaria.

A fosfatase acida & um marcador de lisossomos em alguns
tecidos (p. ex. figado de mamifero, EVANS, 1978). Contudo, a fosfa
tase acida (usando p-nitrofenil fosfato como substrato) no ventricu
lo de E. ellov é encontrada principalmente no citossol (Figura 8), co
mo previamente descrito para o intestino médio de R. amerdicana (FER
REIRA & TERRA, 1980). As fosfatases acidas de mamiferos sao inibi-
das por fluoreto em extensoes variadas dependendo do drgio estudado
(LOJDA et al., 1979). A fosfatase acida do citossol das o3lulas ven
triculares de E. ¢llfo € inibida por fluoreto, que neste caso compoxr
ta-se como um inibidor nao campetitivo linear, com Ki de 0,8 mM e o

de 13.

3.1.8. Atividades enzimiticas nas diferentes regides do ventriculo

da larva de E. ello

Succinato desidrogenase e amilase sao encontrados em mai-
or quantidade na regiao anterior, enquanto que celobiase, maltase,
trealase e tripsina ocorrem principalmente na regiao posterior do
ventriculo da larva de E. eflo. A regiao anterior do ventriculo a-
presenta mais mitocondrias do que a regido posterior (ver Itens
3.1.6.2 e 3.1.6.3), o que concorda com a sua maior atividade de suc
cinato desidrogenase. Aminopeptidase e lactato desidrogenase si3o
encontradas com atividades (e atividades especificas) semelhantes nas

duas regioes do ventriculo (Tabela 9).
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Tabela 9 - Atividades enzimaticas nas diferentes regioes do ventri-

culo de E. ello*

Ventriculo anterior Ventriaulo posteriar
Enzimas

mU/animal mU/mg proteina  mU/animal  mU/mg prcteina
Amilase 2.400 + 300 280 * 30 660 + 80 70 + 4
Amincpeptidase 3.400 £+ 200 400 + 30 3.800 +600 410 + 40
Celdbiase 240 £+ 20 29 + 3 500 + 100 50 + 10
Lactato desidroge
nase 9+ 1 1,1+ 0,1 9,9+ 0,6 1,07 + 0,03
Maltase 370 + 40 43 + 950 +100 102 + 6
Succinato desidro
genase 210+ 30 24 + 3 71 + 10 7,6 + 0,6
Trealase 290 + 30 34 ¢ 450 =+ 70 49 + 7
Tripsina 14 + 3 1,7+ 0,3 28 * 6 2,9 + 0,5

* O ventriculo anterior & o primeiro terco, enquanto o ventriculo
posterior & o Ultimo tergo do ventriculo inteiro. Mé&dias e desvi
os padroes da média foram baseados em determinacdes realizadas em

3 preparagoes diferentes obtidas a partir de 3 larvas cada.

3.1.9. Centrifugacao diferencial de homogeneizados das células do

ventriculo anterior e posterior de E. ello

Os marcadores enzimaticos utilizados neste estudo foram:
lactato desidrogenase e succinato desidrogenase. Glicose-6-fosfato
desidrogenase e fosfatase acida foram abandonados porque os resulta
dos anteriores (item 3.1.7.1) mostraram gue essas enzimas ocorrem em
mais do que um compartimento celular. Os ensaios de fosfatase alca
lina foram também abandonados depois que ficou demonstrado que a a-
minopeptidase (enzima mais ativa que fosfatase alcalina) possui a
mesma distribuicao intracelular que a fosfatase alcalina (ver Figu-

ra 8).
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A distribuigao intracelular das enzimas nas células do ven
triculo anterior & mostrada na Figura 9 e as micrografias eletroni-
cas das fragoes aparecem nas Figuras 11C a 11F. A fracao P, é ca -
racterizada principalmente por grandes vesiculas apresentando micro
vilosidades (derivadas das células colunares), nlGcleos celulares,
grandes fragmentos de células caliciformes e uma grande quantidade
de mitocondrias (Figura 11C). A fracao P, apresenta mitocdndrias,
microvilosidades de células colunares e algumas vesiculas de secre-
gcao (Figura 11D). A fracao P; mostra perfis de membranas gue pare-
cem derivar das microvilosidades das células colunares (Figura 11E),
enquanto na fragao P, observam-se microssomos tipicos, juntamente
com algumas pequenas vesiculas semelhantes aquelas que brotam ao iTe

go das microvilosidades das células colunares (Figura 11F).

A aminopeptidase & encontrada em grandes quantidades nas
fracoes P, e P; (onde ela esta enriquecida mais do que 4 vezes), O
que sugere que esta enzima esteja ligada as membranas das microvilo
sidades das células colunares. A amilase e a tripsina ocorrem ape-
nas nas fracoes particuladas e apresentam atividades especificasnﬁi
ores em P3: a amilase como enzima solivel e a tripsina como enzima
ligada a membrana (Figura 9). As dissacaridases celobiase, maltase
e trealase sao enzimas soliiveis encontraveis principalmente em P, e

no sobrenadante final (Figura 9).

A distribuigao intracelular das enzimas nas células do ven
triculo posterior & semelhante a obtida nas células da regi3o ante-
rior, exceto para amilase, tripsina e succinato desidrogenase (Figu
ra 10). A Gltima enzima estd enriquecida na fragao P,, em vez da
fragao P,, de acordo com o fato de que as mitocdndrias sio menores
nas células caliciformes posteriores do que nas células calicifor -
mes anteriores (Figura 10 e comparar Figuras 4.6 e 4.7 com Figuras

7.13 e 7.14). A amilase e tripsina sao encontradas principalmente



Figura 9 - Distribuicao das hidrolases nas fragoes subcelulares das
células da regiao anterior do ventriculo da larva de E. eflo.

Meio de homogeneizacao: Manitol 215 mM, EDTA 5 mM em tampao Tris/HCl
5 mM, pH 7,1. Os marcadores enzimaticos das fragoes subcelulares fo
ram: aminopeptidase, membrana plasmatica; succinato desidrogenase,
mitocondrias; lactato desidrogenase, citosscl. Os dados sao apre -
sentados de acordo com DE DUVE et al. (1955) (ver item 2.12) e sao
médias e desvios padroes da média obtidos de determinacoes realiza-
das em 3 preparacgoes independentes obtidas a partir de 3 larvas ca-
da. Apds a centrifugacgao diferencial (ver item 2.12), as fracoes
foram rehomogeneizadas, submetidas a congelamentos e descongelamen-
tos sucessivos e centrifugadas a 100.000 x g, 60 min., 4°C. O so -
brenadante e o sedimento das fracoes estao apresentados da esquerda
para a direita na ordem em que eles foram obtidos (P, P>, P3, Py e
S respectivamente). As areas claras correspondem aos sobrenadantes
e as Areas hachuradas, aos sedimentos de cada fragao. A recuperagaoc
da atividade das hidrolases nas fragoes subcelulares foram de 80 a
110% da atividade presente no homogeneizado inicial. Detalhes em

Materiais e Méetodos e no texto.
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Figura 11 - (A) Célula colunar da regiao anterior do ventriculo de
E. ello. Notar as vesiculas destacantes (setas grandes) e vesicu -
las brotantes (setas pequenas) nas microvilosidades (Mv); (B) Célu-
la caliciforme da regiao anterior do ventriculo de E. elfo apresen-
tando microvilosidades modificadas (MMv); (C) a (F) Fragdes obtidas
por centrifugacao diferencial de homogeneizados de ventriculos ante
riores como detalhado na Figura 9. (C) Fragao P,. (D) Fragao P,.
(E) Fragao P3. (F) Fracao P,. x 12.000 (A); x 22.000 (B); x 17.500
(C); x 17.000 (D); x 22.500 (E); x 33.000 (F). Barra 1 um.
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Figura 10 - Distribuigao das hidrolases nas fragdes subcelulares das
células da regidao posterior do ventriculo das larvas de E. effo.

Outros detalhes como na legenda da Figura 9.
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em P,. O aspecto das fracoes das células do ventriculo posterior

(Figuras 12A - 12D) é semelhante ao aspecto das fragoes das células
do ventriculo anterior, exceto que a fragdo P, &€ mais rica em vesi-
culas de secrecao (Figura 12B), a fragao P; apresenta micirovilosida
des mais reconheciveis de células colunares (Figura 12C) e a fragao
P, & mais rica em vesiculas semelhantes aquelas que brotam ao longo

das microvilosidades das células colunares (Figura 12D).

Os resultados para tripsina foram iguais quer a sua ativi
dade fosse determinada com BAPA ou com albumina como substrato. A a
tividade de amilase foi determinada medindo-se o aparecimento de gru
pos redutores (ver item 2.20) e, de acordo com um experimento con -
trole, naoc ha o aparecimento de glicose no meio de incubagao. Essa
observacao descarta a possibilidade de haver uma y-amilase ligada a
membrana. Esses resultados sustentam a hipotese de que pelo menos
parte da amilase e da tripsina sao realmente ligadas a membrana e
nao devem ser artefatos. Outros dados que levam a mesma conclusao
foram obtidos estudando a fracao P3; da centrifugacao diferencial de
homogeneizados de ventriculo. Nessa fracao, a atividade especifica
da amilase, e da tripsina permanece constante apds varias lavagens
em meio com baixa forga idnica (primeira e segunda lavagens, Tabela
10). Por outro lado, a lavagem em um meio com alta forcga idnica
(terceira lavagem, Tabela 10) diminui a atividade especifica da ami
lase, enquanto que a atividade especifica da tripsina permanece a -
proximadamente constante (Tabela 10). Contudo, mesmo apds a tercei
ra lavagem, a atividade especifica da amilase permanece alta, se
canparada com a atividade especifica da celobiase. A lavagem da fra
cao P; da centrifugacao diferencial com borato de sddio 0,8 M pH 6,0,
manose 0,5 M, galactose 0,5 M ou glicose 0,5 M em agua nao leva a

uma solubilizacao significativa de amilase e tripsina.
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Figura 12 - (A) Célula colunar da regiao posterior do ventriculo de
E. ello. (B) Fragao P,, (C) Fragao P;, (D) Fragao P, obtidas por
centrifugacao diferencial de homogeneizados de ventriculos posterio
res como detalhado na Figura 9. Notar as vesiculas brotantes (se -
tas) e as vesiculas secretoras (SV). x 21.000 (A); x 14.000 (B); x

35.000 (C); x 23.000 (D). Barra 1 um.
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Tabela 10 - Atividades especificas das hidrolases na fragac de mem-
brana das células do ventriculo apds lavagens em dife -

rentes condigoes*

Atividade

Antes ApOs ApCs ApCs nas membra

Enzimas da primeira segunda terceira nas lavadas

lavagem lavagem lavagem lavagem (3 hanoge -

neizado) **

Ami lase 270 =+ 3 290 + 8 200 = 7 90 =+ 1 20+ 0,2

Amincpep

tidase 620 * 60 740 + 70 750 + 80 820 +90 100 + 10

Celobiase 14 <+ 0,2 10 + 0,1 9 + 0,01 3 +£0,1 4+ 0,2

Tripsina 2,6

I+

0,1 2,6+ 0,1 2,4

I+

0,05 2,1+ 0,02 31

I+

0,3

* Os resultados sao atividades especificas em mUnidades/mg proteina.
As médias e os desvios padroes da média foram baseados em determi
nagoes realizadas em duas preparagdes obtidas a partir de 4 lar -
vas cada. A primeira e segunda lavagens foram realizadas disper-
sando o sedimento (Fragao P;, preparada como descrito no item 2.12)
com um homogeneizador Potter-Elvehjem em tampao Tris/HCl 5 mM pH
7,1, EDTA 5 mM e manitol 215 mM, seguido por centrifugagao da sus
pensao a 25.000 x g por 30 min. a 4°C. A terceira lavagem foi re
alizada dispersando o sedimento em KCl 125 mM, pH 7,0 e centrifu-
gando a suspensao a 25.000 x g por 30 min a 4°C.

** As atividades totais nas membranas lavadas (média e desvios pa -
droes da média, 2 determinacgdes) foram calculadas a partir das a-
tividades determinadas nas preparag¢des de membranas lavadas, le -
vando-se em consideragao as recuperagoes reais das diferentes pre
paragoes estimadas pelas recuperagoes (30 * 3%) da aminopeptidase,
que € encontrada somente na membrana das microvilosidades (ver tex
to).

3.1.10. Preparacao de microvilosidades por precipitacao diferencial

com calcio

Homogeneizados de células ventriculares anteriores e pos-
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teriores foram tratadas cam calcio (item 2.9). A centrifugagao a
baixa rotagao desses homogeneizados resulta na sedimentagao de mito
condrias, estruturas membranosas com particulas (provavelmente deri
vadas das microvilosidades modificados das células caliciformes) e
de outras estruturas nao identificadas (Figura 13b). A centrifuga-
¢ao dos sobrenadantes resultantes a uma rotagao maior sedimenta prin
cipalmente vesiculas que nao apresentam particulas em suas membra -
nas (Figura 1l3c). Essas vesiculas sao provavelmente derivadas das

microvilosidades das células colunares.

A aminopeptidase, fosfatase alcalina e amilase sao as ﬁni
cas enzimas que estao enriquecidas na fracdao de microvilosidades,
tanto do ventriculo anterior quanto do ventriculo posterior. A ati
vidade especifica da tripsina no hamogeneizado inicial e na fragao
de microvilosidades permanece constante (Tabelas 1l e 12). Esses re
sultados sugerem fortemente que pelo menos parte da amilase (e cam
menos certeza também da tripsina) estao presentes nas membranas das

microvilosidades das celulas colunares.

Afim de confirmar as observacoes anteriores (item 3.1.9),
e as sugestoes acima, de que pelo menos parte da amilase e da trip-
sina estariam ligadas a membrana plasmatica, o seguinte experimento
foi realizado. Microvilosidades purificadas de ventriculo inteiro,
como descrito acima, foram tratadas com tampao Tris/HC1l 0,8 M pH 7,0
antes de serem ultracentrifugadas em um gradiente descontinuo de gli
cerol. O tratamento de preparacoes de microvilosidades com solu -
¢coes hiperosmdticas de Tris usualmente libera as membranas das mi -
crovilosidades de sua porgao filamentosa central (EICHHOLZ & CRANE,
1965; OVERTON et al., 1965; SCHIMITZ et al., 1973). A atividade es
pecifica da amilase e da tripsina aoc longo do gradiente & maior nas
fases combinadas, acompanhando as atividades de fosfatase alcalina

e aminopeptidase (Tabela 13).
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Figura 13 - (A) Detalhe das microvilosidades modificadas das célu -

las caliciformes. Notar as particulas ao longo do lado citoplasma-
tico da membrana. (B) e (C) Fragoes obtidas por precipitacao dife-
rencial com calcio a partir de homogeneizados de ventriculos anteri
ores, (B) Material agregado por calcio. Notar as membranas com par
ticulas. (C) Material sedimentado a partir do sobrenadante corres-
pondente do material agregado por calcio. (D) Microvilosidades pre
paradas por sonicagac a partir das células colunares do ventriculo
anterior. x 60.000 (A); x 53.000 (B); x 20.000 (C); x 48.000 (D).

Barra 0,1 ym (A, B e D); 1 um (C).



Tabela 11 - Enzimas presentes em homogeneizados e em microvilosidades das células do epitélio ventri-

cular anterior, obtidas por precipitacgao diferencial por calcio*

Enzima Homogeneizado Microvilosidade
Anmi lase 200 + 10 (2.600 * 250) 360 40 ( 900 = 100)
Aminopeptidase 300 + 50 (5.000 = 200) 1.600 + 200 (4.000 = 100)
Celobiase 200+ 1 ( 300 % 30) 5 &+ 1 ( 13 + 1)
Fosfatase alcalina 160 + 10 (2.000 £ 300) 900 + 200 (2.200 +* 300)
Lactato desidrogenase 4 *+ 0,5 ( 40 = 5) 1,2 = 0,3 ( 4 + 0,5)
Maltase 40 * 8 ( 600 £ 100) 10 * 1 ( 25 =+ . 4)
Succinato desidrogenase 10 + 0,4 ( 130 £ 10) 5 * 0,4 ( 14 + 1)
Trealase 14 + 0,2 ( 200 = 20) 7 + 1 ( 16 * 2)
Tripsina 1,3+ 0,1 ( 20 + 3) 1,2 + 0,04 ( 3 ¢ 0,4)

* Os resultados s3o atividades especificas expressas em mUnidades/mg proteina e atividades (entre pa-
rénteses) expressas em mUnidades/animal. A atividade enzimitica das microvilosidades foram calcula
das a partir da atividade determinada nas preparacoes de microvilosidades purificadas, levando em
consideragao a recuperacao das diferentes preparagoes, estimadas pela recuperagao (34 + 5%) de fos-
fatase alcalina, a qual & encontrada somente na membrana das microvilosidades das células do epité-
lio ventricular de varios insetos. (ver texto). Os resultados sio médias e desvios padroes da mé-
dia baseados em determinagdes realizadas em 3 preparacoes diferentes obtidas a partir de 2 larvas
cada.

18



Tabela 12 - Enzimas presentes em homogeneizados e em microvilosidades das células do epitélio ventri-

cular posterior, obtidas por precipitacdo diferencial por cidlcio*

Enzima Hanogeneizado Microvilosidade
Amilase 50 £ 3 ( 700 £ 60) 120 = 20 ( 300 £+ 30)
Aminopeptidase 400 * 30 (5.200 * 500) 1.900 * 200 (5.000 = 500)
Celobiase 40 + 3 ( 500 x 40) 10 = 2 ( 30 * 2)
Fosfatase alcalina 260 + 10 (3.200 £ 250) 1.200 = 160 (3.200 + 250)
Lactato desidrogenase 4 + 0,3 ( 40 = 6) 1+ 0,1 ( 5 % 1)
Maltase 80 + 2 (L.000 + 60) 20 = 2 ( 60 = 4)
Succinato desidrogenase 3+ 1 ( 30 * 8) 1 0,1 ( 7 % 2)
Trealase 15 + 1 ( 200 = 20) 20 # 1 ( 60 * 5)
Tripsina 3+ 0,3 ( 40 = 6) 3 ¢ 0,1 ( 9 % 1)

* Detalhes como na legenda da Tabela 11, considerando a recuperacao de fosfatase alcalina igual a
26 £ 4%,

Z8



Tabela 13 - Ultracentrifugacao de microvilosidades purificadas apds

em gradiente descontinuo de glicerol*

tratamento

com Tris 0,8 M pH 7,0

Microvi 1c-

meme  sigme | INerime  ierfme  mierime  muerme  tmes o
Zmilase 500+ 3 180+ 10 110 = 10 160 *+ 20 180 = 20 190 + 20 190 = 30
Amincpeptidase 1950 + 100 2100 + 250 720 = 10 1300 + 20 1400 + 100 3400 * 500 1600 * 100
Fosfatase alcalina 970 + 40 660 + 130 880 = 170 1000 + 70 1000 + 120 1100 + 180 560 * 60
Succinato desidrogenase 7+0,3 1 + 0,3 12+ 0,3 31:0,1 25+ 0,1 9 +0,1 8+0,l
Tripsina 2+0,1 2,8:0,2 1,9%0,2 2,5 + 0,03 30,3 3+0,2 2,8:0,3

* Os resultados sao atividades especificas expressas em mUnidades/mg proteina.

vilosidades purificadas foi suspensa em tampao Tris/HCl 0,8 M pH 7,0,

Uma amostra de micro

Apds 60 min, a 4°C, 0,5 ml

da suspensao foi aplicada no topo do gradiente descontinuo (5 camadas) de glicerol. O gradiente foi

centrifugado a 62,000xg por 15 min. a 4°C.

As zonas do gradiente correspondentes as interfases,

a solugao remanescente (fases combinadas) e o sedimento no fundo do tubo foram coletados. As médias

e os desvios padroes da média foram baseados em duas determinagdes realizadas em uma preparacgao ob

tida a partir de 8 larvas. Maiores detalhes em Materiais e Métodos.

£8
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3.1.11. Preparacao de microvilosidades por sonicacao

A sonicagao das células do ventriculo anterior resulta no
vazamento da maioria do citossol (julgado pela atividade de lactato
desidrogenase) , enquanto que a maioria das mitocdndrias (inferido pe
la atividade de succinato desidrogenase) permanece nas células (Ta-
belas 14 e 15). A aminopeptidase & enriquecida em torno de 4 vezes
na fragao S3;, que apresenta perfis de membranas semelhantes aquelas
das microvilosidades das células colunares (Figura 13D). Este re -
sultado & uma evidéncia a mais que a aminopeptidase & ligada & mem-
brana das microvilosidades das células colunares. Quantidades sig-
nificativas de celobiase sao recuperadas apenas no tecido remanes -

cente apds a sonicagao (S;) e no material vazado das células (Su)

(Tabela 14). Estes resultados concordam com aqueles obtidos por cen
trifugacao diferencial, onde a celobiase foi encontrada associada a
grandes estruturas (P,;) e no citossol (S) (Figuras 9 e 10). A ami-
lase e a tripsina apresentam maior atividade especifica na fracao
S; (Tabelas 14 e 15). A diluigao de uma amostra da fragao S; com &
gua, seguido de varios ciclos de congelamento e descongelamento e
ultracentrifugacao (100.000 x g, 60 min., 4°C), torna a maioria da
amilase recuperavel no sobrenadante (95 * 1% com uma atividade espe
cifica de 2.500 * 200 mU/mg de proteina, 3 determinagoes) e a trip-
sina, no sedimento (78 * 4% com uma atividade especifica de 5% 1 mU/
mg de proteina, 3 determinagoes). Esses resultados assemelhaw - se

aqueles obtidos por centrifugagao diferencial (Figuras 9 e 10).

Os resultados da sonicacao das células do ventriculo pos-
terior (Tabela 15) sao semelhantes aqueles obtidos com as células
do ventriculo anterior (Tabela 14). As principais diferencas sao
as recuperagoes maiores de amilase e tripsina, no tecido remanescen
te apds a sonicacao, e a particao da amilase e da tripsina entre as

fragoes solQveis e de membrana correspondentes & fragao S;. As re-



Tabela 14 - Atividades enzimaticas

nas fragoes obtidas por sonicagaoc das células do ventriculo ante-

rior*
Fracao S, Fragao S; Fracao S Fragao S,

Enzimas /g Aﬁgtigigf mU/mg PﬁgzigiSe mU/mg Aé:zigise mU/mg Aéjzii:ge
Anilase 440 * 70 77 5 960 £ 80 4 t 1] 1400 + 200 11,8z 0,4 107 = 8 8 * 2
Amincpeptidase 580 * 50 79 £ 2 1800 + 200 5,5 * 0,86 2100 £ 200 11,0= 0,6 67 + 2 3,4*0,5
Celobiase 23 £ 4 63 * 6 11+ 2 0,7 £0,2 g8+ 2 0,9*0,1 34 £ 3 35 £ 5
Lactato desidrogena-
se 0,4 +0,1 19 =7 06+0,2 09 *0,6 0,180,071 0,5%0,4 73 80 + 8
Succinato desidroge-
nase 30 + 1 98,7t 0,4 3,0t06 0,24%0,07 2,7 *£0,5 0,22*0,06 0,7+0,2 0,8¢20,3
Tripsina 2,15+ 0,04 72 %5 47+0,3 36 £0,5 4,1 *0,4 58 #0,5 1,5*0,2 18 * 4

* A fragao S; corresporde ao tecido remanescente apds sonicagao;
S3, as microvilosidades das oSlulas oolunares; Sy, ao material vazado das c2lulas. Os resultados sao médias e desvios
padroes da média baseados em determinagoes realizadas em 3 preparacoes diferentes cbtidas a partir de 2 larvas cada.

S,, aocs fragmentus de tecido de tamanho intermediario;

S8



Tabela 15 - Atividades enzimaticas nas fragoes obtidas por sonicagdo das células do ventriculo poste

rior*
Fragzo S, Fracao S, Fracao S; Fragzo S,

TS e R omg RO IS g Mouece
Amilase 40 * 7 45 =7 180 + 50 6 1 170 £+ 40 11,5% 0,2 70 * 20 38 6
Amincpeptidase 800 £ 100 75 £ 2 2000 + 300 6,1 = 0,5 2400+ 300 15 =2 100 + 20 4,3+0,4
Celdbiase 26 = 2 47 =3 15+0,7 0,84+ 0,03 12,4+ 0,6 1,5+0,2 59,8%x0,6 51 * 3
Lactato desidrogenase 0,51+ 0,07 16 % 7 o,5+0,2 0,8 +0,7 0,19+0,02 0,16 + 0,04 8 *+ 3 82 8
Succinato desidrogena
se 9 £+ 3 947+0,6 26*09 09 +£0,4 1,06+0,09 0,86+ 0,04 0,7%f0,2 3,5t 0,3
Tripsina 1,8 +0,2 59 £ 2 4,3*0,8 4,2 £ 0,4 4,4 0,9 9 2 19+0,5 28 * 4

* Detalhes como na

legenda da Tabela 14.

98
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cuperagoes observadas na fracao de membranas foram: amilase, 29 + 9%
(atividade especifica 60 *+ 10 mU/mg de proteina, 3 determinagoes) ;
tripsina, 70 * 9% (atividade especifica 3,4+0,3 mU/mg de proteina,

3 determinacoes).

3.1.12. Atividades de hidrolases e ultraestrutura das vesiculas

presentes no fluido ectoperitréfico

A fracao particulada do fluido ectoperitrbfico apresenta
vesiculas que se assemelham aquelas que parecem destacar-se das mi-
crovilosidades das células colunares anteriores (compare Figura 3.1
com Figura 3.3). Uma amostra dessa fragao foi suspensa em &agua e
submetida a varios ciclos de congelamento e descongelamento, antes
de ser centrifugada a 100.000 x g por 60 min. a 4°C. As enzimas fo
ram recuperadas majoritariamente no sedimento, sugerindo gue as ve-
siculas do fluido ectoperitrdfico nio apresentam enzimas em seu in-
terior. A amilase e a tripsina apresentam atividades especificas
maiores na membrana das vesiculas do que na membrana das microvilo-
sidades das células colunares, enquanto que o oposto & verdadeiro
para fosfatase alcalina e aminopeptidase (Tabela 16). Esses dados
sugerem que as vesiculas sao produzidas a partir de uma regiio espe
cifica da membrana das microvilosidades das células colunares (para
explicar as diferencas encontradas nas atividades especificas). Es

sa consideragao esta de acordo cam a Figura 3.1.
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Tabela 16 - Atividades especificas (mUnidades/mg proteina) das hi-
drolases presentes no fluido ectoperitrofico e nas mi-

crovilosidades das células do ventriculo da larva de E,.

ello**
Fluido ectoperitrofico
Enzimas Microvilosidades**
Solavel Particulado

Amilase 1.800 + 100 3.500 = 500 360 + 40
Aminopeptidase 7 * 1 170 £+ 20 1.600 + 200
Fosfatase alcalina 6 * 0,1 70 = 10 900 £+ 200
Tripsina 20 + 7 60 + 20 1,2+ 0,04

* A superficie luminal do epitélio do ventriculo foi lavada com so-
lucao salina. A solugao salina usada foi centrifugada (6C0 x g,
10 min., 4°C) e o sobrenadante usado como o fluido ectoperitrdfi-
co. A fragao sollivel e particulada do fluido ectoperitrdfico cor
responde respectivamente ao sobrenadante e sedimento de uma amos-
tra de fluido centrifugada a 100.000 x g por 60 min. a 4°C. Os re
sultados sao médias e desvios padroes da média baseados em deter-
minagoes realizadas em 3 preparacdes diferentes obtidas a partir

de 2 larvas cada.

** Os dados foram retirados da Tabela 11.
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3.2. Caracterizacao das enzimas digestivas da larva de E. eflo

As principais enzimas digestivas de E. eflo, como em ou-
tros animais, podem ser reunidas em dois grupos principais: as pep
tideo hidrolases (EC 3.4.-) e as glicosideo hidrolases (EC 3.2. -).
As peptideo hidrolases incluem as enzimas que clivam ligagoes inter
nas em polipeptideos, como a tripsina (EC 3.4.21.4), e aquelas que
clivam o polipeptideo a partir de sua extremidade amina (aminopepti
dases, EC 3.4.11.-), ou a partir de sua extremidade carboxila (car-
boxipeptidases, EC 3.4.17. -). As glicosideo hidrolases incluem as
enzimas que clivam ligacgoes internas em polissacarideos como as ami
lases (EC 3.2.1.1) e as N-acetilglicosaminidases (EC 3.2.1.30) e a-
quelas que clivam oligossacarideos a partir de sua extremidade nao
redutora e que podem (ou nao) atuar também em dissacarideos, camo as

glicosidases (EC 3.2.1. -).

Tanto as peptideo hidrolases como as glicosideo hidrola-
ses podem existir na forma solivel e ligada a membrana em E. effo.
Iniciaremos o nosso estudo pelas peptideo hidrolases, mais especifi

camente pela aminopeptidase.

3.2.1. Propriedades da aminopeptidase ligada a membrana

A aminopeptidase do ventriculo de E. ellfo & solubilizada
eficientemente por Triton X-100 (Tabela 17), sem nenhuma perda de a
tividade, o que apoia a hipdtese de que essa enzima & realmente uma
proteina integrante de membrana. Papaina e exposicao a pH 10 solu-

bilizam a aminopeptidase com menor eficiéncia (Tabela 17).

Os parametros cinéticos e fisicos da aminopeptidase estao

apresentados na Tabela 18.
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Tabela 17 - Solubilizac¢ao das hidrolases associadas a membranas por

Triton X-100, papaina e pH alcalino*

% de solubilizagao

Enzimas
Triton X-100 Papaina pH 10
Ami lase 60 + 2 60 + 1 92 + 2
Aminopeptidase 90 + 1 45 + 0,1 50 + 4
Carboxipeptidase - - 50 £+ 6
Tripsina 40 + 2 - 79 + 2

* A fragao de microvilosidades das células colunares (P3, como des-
crito no item 2.12) foi lavada como descrito na Tabela 10, antes
de ser tratada com Triton X-100 ou papaina (ver Materiais e Méto-
dos para maiores detalhes). Para solubilizagao em pH alcalino,
foi utilizado o sedimento (100.000x g, 60 min., 4°C) correspon -
dente a um hamogeneizado de ventriculo. Para a aminopeptidase so
lubilizada por Triton X-100 e por papaina e em todos os casos de
solubilizagao das demais enzimas, a soma das atividades determina
das na fracao solubilizada e na fragcao nao solubilizada alcancga-
ram 90 a 110% das atividades encontradas originalmente nas prepa-
racoes. A excecao foi a aminopeptidase solubilizada por pH 10, on
de a referida sama atingiu apenas 62% da atividade original. Essa
baixa recuperacao possivelmente se deve a inativacao de parte da
aminopeptidase solubilizada. As mé&dias e os desvios padroes da
média foram baseados em determinacoes realizadas em duas prepara-
¢oes obtidas a partir de 4 larvas cada.



Tabela 18 - Propriedades fisicas e cinéticas da amilase, aminopeptidase, carboxipeptidase e tripsina

do ventriculo da larva de E. ello*

H Kin leaét];.n\;i%a) Peso molecular Dle{::;j‘fasas
Enzimas P pI > :
otimo (mM) meia vida hidratadas
(min, ) ** Centrifugacao  Eletrcfarese (rm)
Amilase (solivel) 9,8 0,12 + 0,015% 6,0 172 £ 9 56000 = 3000 40000 + 2000 6,2 (média)
Amilase (membrana) 9,8 0,48 £ 0,05% - 41 + 1 - - -
Amilase (solubilizada pH 10) 9,8 0,230,022 6,1 166 £ 15 62000 = 3000 - 6,8
Amincpeptidase (membrana) 8,0 0,3 + 0,05 - - - - -
Amincpeptidase (solubilizada
pH 10) - - - - 122000 =+ 1000 - 8,2
Carbaxipeptidase (soldvel) 9,0 0,18 £ 0,02 - - 90000 + 1000*** 17000 + 2000 7,6; 3,9 (res
pectivamente)
Carbaxipeptidase (solubilizada
pH 10) 9,0 - - - 136000 = 17000 - 8,5
Tripsina (soliivel)**** 9,5 0,17+ 0,02 4,6 63+ 2 61000 + 4000 48000 + 3000 6,5 (média)
Tripsina (membrana) 10 0,16 + 0,01 - 41 + 3 - - -

* Os pHs Otimos e os valores de pI foram determinados camo descrito em Materiais e M8todos. Os valores de Kn (média e
desvio padrao da média, n = 10) foram determinados por uma regress3o linear ponderada pelo procedimento de WILKINSON
(1961) usando um programa escrito em Basic por ORSTREICH & PINTO (1983). Os valores dos pesos moleculares relativos fo
ram calculados a partir dos dados de ultracentrifugacao de acordo cam MARTIN & AMES (1961) e a partir de dados de ele-
troforese de acordo can HEDRICK & SMITH (1968). O diametro das enzimas hidratadas foram interpolados em um plote do lo
garitmo do peso molecular contra os raios de Stoke para onze proteinas (Detalhes em TERRA & FERREIRA, 1983). Maiores
detalhes em Materiais e Métodos.

** A inativagao témmica da amilase foi determinada a 55°C, pH 9,8, enguanto que a inativacao térmica da tripsina foi de-
terminada a 45°C, pH 10,5. Os resultados sao médias e desvios padroes da média de 2 determinagoes.

*** Uma carboxipeptidase menor cam peso molecular 16.000 + 200 foi também encontrada.

*** Todas as deteminages foram realizadas oam a tripsina soliivel obtida a partir do scbrenadante de uma centrifugagio
(100.000 x g, 60 min., 4°C) de hamogeneizados de ventriculo, com excegdo da determinacdo do Km e Ki, onde o sobrenadan
te do epitélio ventricular foi utilizado camo fonte de enzima.

Té
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3.2.2. Propriedades da tripsina solivel e da tripsina associada a

membrana

As eletroforeses realizadas em cilindro de gel de polia-
crilamida (cinco concentracoes diferentes foram usadas) sugerem que
ha uma Gnica espécie molecular quantitativamente importante de trip
sina soldvel, no ventriculo da larva de E. ¢ffoc. Esta tripsina nao
€ afetada por dialise contra agua. Outras propriedades da tripsina
solivel estao descritas na Tabela 18. Como o substrato de tripsina
utilizado (BAPA) & uma mistura dos isomeros D e L, os valores de Km
determinados poderiam ser falsos. Contudo, o plote dos diplos reci
procos de velocidade versus concentracao de BAPA sao lineares, suge
rindo que D-BAPA nao & inibidor e, portanto, que os valores de Km
determinados sao reais. Benzamidina & um inibidor competitivo line
ar interceptante simples da tripsina solivel, com um Ki 18 * 3 uM

(média e desvio padrao da média, 2 determinacgoes) .

Embora a tripsina associada a membrana seja aparentemente
solubilizada (aproximadamente 79%) por exposigao a pH 10 ela nao ei
tra em cilindros de gel de poliacrilamida submetidos a uma diferen-
¢a de potencial. Devido a esse fato, nenhum outro estudo foi reali
zado com a tripsiné solubilizada. A tripsina ligada a membrana e a
tripsina solivel sao semelhantes entre si, tanto em relagao aos va-
lores de Km (Tabela 18), quanto aos valores de Ki para benzamidina
(24 + 1 uM, média e desvio padrao da média, 2 determinacoes). A di
ferenga encontrada na velocidade de inativagao térmica (Tabela 18),
entre a tripsina soliivel e a ligada a membranas pode ser devido a

rigidez imposta a enzima pela membrana.
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3.2.3. Propriedades da carboxipeptidase sollivel e da carboxipepti-

dase associada a membrana

As atividades de carboxipeptidase sollivel do ventriculo
de E. ello sao separadas por eletroforese em cilindro de gel de po-
liacrilamida em trés picos principais (Figura 14). Os dados de mi-
gragao eletroforética (Figura 15) sugerem que todas as molédculas de
carboxipeptidase tem o mesmo peso molecular (17.000, Tabela 18), mas
diferentes valores de pI. Esses dados, juntamente com o peso mole-
cular calculado por ultracentrifugagcao em gradiente continuo de gli
cerol (90.000, Tabela 18), sugerem que a carboxipeptidase & um hexa
mero (com duas subunidades de cada um dos trés polipeptideos dife-

rentes) que dissocia-se em mandmeros durante a eletroforese.

Cerca de 50% da carboxipeptidase ligada a membranas & so-
lubilizada por exposicdo a pH 10 (Tabela 17), sem nenhuma perda de
atividade. A enzima solubilizada nessas condicoes possui um peso mo
lecular de 136.000 ¢ 17.000, determinado por dltracentrifugagao em

gradiente continuo de glicerol (Tabela 18).

3.2.4. Propriedades da amilase solivel e da amilase associada a

membrana

Apos eletroforese, somente um pico de atividade de amila-
se sollivel é encontrado no ensaio de fragoes de cilindros de cinco
concentragoes diferentes de poliacrilamida. A atividade da amilase

soliivel nao & afetada por didlise contra Agua e, em contraste com a
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N* da fracao

1 1

Figura 14 - Separacao eletroforética em cilindro de gel de poliacri

lamida 6% da carboxipeptidase solivel do ventriculo da larva de E.

eflo.
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Figura 15 - Efeito de diferentes concentracgdes de gel de poliacrila
mida na migragao eletroforética da carboxipeptidase do ventriculo
da larva de E. ellfo. Rm, migracao eletroforética da enzima em rela

¢ao ao marcador de frente,
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amilase de outros insetos (revisao em TERRA et al., 1977), a amila-
se de £. ¢llv nao € ativada por cloreto. o e B ciclodextrina (até
2 mM), metil a-D-glicosideo (até 0,67 M) e sacarose (até 0,5 M) nao
sao substratos nem inibidores da amilase purificada do ventriculo

de E. effo. Outras propriedades da amilase ventricular estio des -

critas na Tabela 18.

A amilase ligada a membrana pode ser solubilizada por pa-
paina (57% do total), Triton X-100 (622 do total) e por exposicao a
pH 10 (92% do total), sem nenhuma perda de atividade (Tabela 17).De
vido ao seu elevado rendimento, o Gltimo método de solubilizacdo foi

escolhido para todos os experimentos subsequentes.

A amilase solivel e a amilase ligada a membrana parecem
ser muito semelhantes. Esta afirmacao & baseada nos resultados que
mostram que a amilase solavel e a amilase solubilizada por pH 10 a-
presentam os mesmos valores de pl, as mesmas velocidades dc sedimen
tagao em gradientes continuos de glicerol (Tabela 18) e as mesmas
migragoes eletroforéticas em géis de poliacrilamida (Figura 16). A
amilase solubilizada por Triton X-100 (ou por papaina) também apre-
senta migracao eletroforética similar dquela da amilase solivel (Fi
gura 16). Além disso, o antissoro produzido contra a amilase solii-
vel purificada mostra somente um arco de precipitacao quando testa-
do por imunodifusao dupla tanto contra a amilase purificada, quanto
contra a amilase solubilizada. As porgoes do gel com as linhas de
precipitagao foram cortadas com lamina de barbear, homogeneizadas e
ensaiadas, evidenciando a existéncia de atividade de amilase. As 1li
nhas de precipitacao formadas pelas duas enzimas estio completamen-
te fundidas (Figura 17), indicando uma identidade imunoldégica com -
pleta entre a amilase sollvel e a amilase solubilizada e, portanto,
entre a amilase soliivel e a amilase ligada a membranas. As diferen

¢as encontradas nos valores do Km e nas velocidades de inativagao
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Figura 16 - Atividade de amilase apds eletroforese a 4°C em cilin -
dro de gel de poliacrilamida 6%. (A) Amilase solivel mais anilase 1i

berada da membrana pelo tratamento com papaina. Perfis de ativida-
de de amilase obtidos a partir da eletroforese da forma solavel e da
solubilizada por papaina corrido em géis independentes foram seme -
lhantes ao mostrado em A. (B) Amilase soliivel mais amilase solubili
zada por Triton X-100. Perfis de atividade de amilase obtidos a par
tir da eletroforese da forma solivel (na presenca de Triton X-100) e
da solubilizada por Triton X-100 corrido em géis independentes fo -
ram semelhantes ao mostrado em B. (C) Amilase solivel mais amilase
solubilizada por pH 10. Perfis de atividade de amilase obtidos a par
tir da eletroforese da forma soliivel e da solubilizada por pH 10 cor
rido em géis independentes foram semelhantes ao mostrado em C. A re
cuperagao das atividades aplicada nos géis foi de 85 a 110%. Maiores

detalhes em Materiais e Métodos.
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Figura 17 - Imunodifusao dupla da amilase solivel (1, 2, 3) e da a-

milase solubilizada por pH 10 (4, 5, 6) juntamente com o soro (S)

anti-amilase soluvel.
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térmica entre a amilase soliivel e a amilase ligada a membrana de =
crescem apds a solubilizacao da amilase ligada a membranas (Tabela
18). 1Isso sugere que as diferencgas observadas sejam devido a una ri

gidez imposta pela membrana a enzima.

3.2.5. Propriedades da B-N-acetilglicosaminidase, a-galactosidase

e trealase ventriculares de E. c¢lfo

Existem trés B-N-acetilglicosaminidases ventriculares prin
cipais que sao resolvidas por eletroforese em gel de poliacrilamida
(Figura 18). As velocidades de migragao eletroforética das B-N-ace
tilglicosaminidases foram determinadas em cilindros de gel de polia
crilamida de diferentes concentracdes (Figura 19). O fato de que
as retas da Figura 19 sao aproximadamente paralelas sugere que to-
das as moléculas de R-N-acetilglicosaminidases apresentam o mesmo
peso molecular (149.000, Tabela 19), enquanto que os diferentes in-
terceptos indicam que as moléculas tem diferentes valores de pI (cf.
HEDRICK & SMITH, 1968). Essas conclusdes s3o apoiadas pela desco -
berta de que somente uma atividade de B~N-acetilglicosaminidase (Mr
134.000, Tabela 19) sedimenta-se em gradientes continuos de glice -
rol. Outras propriedades da f-N-acetilglicosaminidase estao mostra

das na Tabela 19.

Centrifugagoes em gradientes de densidade e eletroforeses
em cilindros de gel de poliacrilamida (4 concentracgdes diferentes fo
ram utilizadas) sugerem que ha samente uma espécie molecular de o -
galactosidase. Contudo, a comparacao entre 0OSs pesos moleculares da
a-galactosidase determinados por eletroforese e por centrifugacao em
gradiente de densidade sugere que essa enzima & um dimero, que se
dissocia em mondmeros durante a eletroforese. Outras propriedades

da a-galactosidase estao apresentadas na Tabela 19.
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Figura 18 - Separacao eletroforética da B-N~acetilglicosaminidase

ventricular em cilindro de gel de poliacrilamida 7%.
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Figura 19 - Efeito de diferentes concentracgoes de gel de poliacrila
mida na migragao eletroforética da B-N-acetilglicosaminidase ventri
cular. Rm, migragao eletroforética da enzima em relagao ao marca -

dor de frente.



Tabela 19 - Propriedades fisicas

e cinéticas das glicosidases principais do ventriculo das larvas de

E. ello*
Diametro das
Enzimas Substrato pH K Ki Tris Feso moleaular enzimas
otimo (mM) (M) hidratadas
Gradiente Eletroforese (rm)
B-N-acetilglicosaminidase pNPNAG 4,5 0,027 + 0,003 - 134000 + 2000 149000 + 7000 8,6 (média)
Celobiase celdbicse 6,5 2 *0,2 0,54 £ 0,09 134000 * 2000 124000 * 13000 8,4 (média)
R-frutosidase sacarcse 6,0 30 t 4 - 78000 + 1000 82000 + 4000 7,3 (m&dia)
B-frutosidase rafincse - 32 + 6 - - - -
o~galactcsidase pPoGal 6,0 7,4 0,7 - 81000 + 1000 39000 + 2000 7,3; 5,7 (res
pectivanente)
134000 £+ 2000 151000 £+ 8000 8,6 (média)
Maltase maltose 5,8 1,4 +0,1 0,34+ 0,03
- 34000 + 2000 5,4
Maltase pNPoGli - 0,63 % 0,06 - - - -
Trealase trealose 5,7* 0,69 + 0,05 - 106000 * 10000 100000 + 5000 7,9 (média)

* Os valores de Ki (média e desvios padrdes da média de 2 determinacces) foram detemminados camo descrito em Materiais e
Métados. Tris € um inibidor campetitivo linear interceptante simples da maltase e da celcbiase. Outros detalhes camo

na legenda da Tabela 18.

** Além da trealase cam pH otimo 5,7, ha uma ocutra trealase ocam pH S6timo 3,8.

70T
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A atividade de trealase apresenta dois Otimos de pH (Figu
ra 20) e & separada por eletroforese em dois picos de atividade (Fi
gura 21). Embora a maior atividade da trealase seja obtida em pH
3,8 somente as propriedades da trealase em pH 5,7 foram estudadas
(Tabela 19). 1Isso se deve ao fato de que, considerando o PH que pre
valece no limen ventricular, somente a atividade can dtimo em 5,7

teria importancia nos processos digestivos.

3.2.6. Propriedades da maltase ventricular da larva de E. effo

O ventriculo de E. ello apresenta duas maltases (1 e 2)
que sao separaveis por eletroforese em cilindro de gel de poliacri-
lamida (Figura 22). As velocidades de migracao da maltase 1 e 2 fo
ram determinadas em corridas eletroforéticas realizadas em cilin -
dros de gel de poliacrilamida de diferentes concentracdes (Figura
23). O fato das retas da Figura 23 nao serem paralelas sugere que
a maltase 1 e 2 tem diferentes pesos moleculares (151.000 e 34,000,
respectivamente, ver Tabela 19), enquanto que os interceptos dife -~
rentes indicam que as moléculas tem diferentes valores de pI (cf. HE

DRICK & SMITH, 1968).

A maltase 1 purificada (ver legenda da Figura 22) migra co
mo a maltase 2 purificada (ver legenda da Figura 22) em cilindros
de gel de poliacrilamida preparados sem gel de empilhamento (Figura
24). As maltases sedimentam-se como moléculas de peso molecular de
134.000 em gradientes continuos de glicerol a pH 6,2 (Tabela 19) e
como moléculas de peso molecular 90.000 em gradientes continuos de
glicerol a pH 10. Por outro lado, a maltase 2 purificada por ele -
troforese apresenta um peso molecular de 92.000 se medido em gradi-
ente continuo de glicerol a pH 5,5. As maltases 1 e 2 purificadas
apresentam os mesmos valores de Km para maltose e os mesmos valores

de Ki para Tris que aqueles obtidos com a fracao soliivel de homoge-
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Figura 20 ~ Efeito do pH na atividade da trealase ventricular.
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Figura 21 - Separagao eletroforética da trealase ventricular em ci-
lindro de gel de poliacrilamida 9%. (A) Ensaio a pH 3,8; (B) ensaio
a pH 6,0. Os perfis obtidos a partir de outras preparacgoes sao se-
melhantes aos mostrados acima, que foram obtidos a partir de um mes

mo experimento (gel).
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Figura 22 - Separacao eletroforética das maltases ventriculares em

cilindro de gel de poliacrilamida 8,5%. As fracgoes mais ativas (re

presentadas por circulos vazios (o) ou cheios (e)) correspondentes

a cada pico (1 e 2 respectivamente) foram coletadas e guardadas pa-

ra serem usadas posteriormente.
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Figura 23 - Efeito de diferentes concentragoes de gel de poliacrila
mida na migragao eletroforética das maltases ventriculares numera -
das como na Figura 22. Rm, migragao eletroforética da enzima em re

lagcao ao marcador de frente.
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Figura 24 - Separacgao eletroforética de maltases ventriculares em ci
lindro de gel de poliacrilamida 8,5% preparado sem o gel de empilha
mento. As amostras utilizadas foram fracoes correspondentes i mal-

tase 1 (o) ou a maltase 2 (@) do experimento descrito na Figura 22,
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neizados de ventriculos (Tabela 19). A inativacao térmica da malta
se da fragao solivel de homogeneizados de ventriculos e das malta -
ses 1 e 2 (ambas purificadas por eletroforese) segue uma cinética de
primeira ordem aparente, com meias vidas semelhantes entre si (42
2, 35 £ 1, 38 * 1 min., respectivamente; médias e desvios padroes da
média de 2 determinagdes), por um periodo de tempo de pelo menos du
as meias vidas. Esses dados sugerem que h3a somente uma maltase em
cada preparacgao e que a maltase nas preparacoes purificadas sao se-

melhantes entre si.

3.2.7. Propriedades da B-frutosidase ventricular da larva de E. effo

Apenas uma atividade hidrolitica sobre rafinose & eviden-
cidvel apds eletroforese em géis de poliacrilamida de amustras da
fragao solivel de hamogeneizados de ventriculos de larvas de E. eflo
(Figura 25b). A atividade de a-galactosidase apresenta uma migra -
¢ao diferente da atividade hidrolitica sobre rafinose (compare as Fi
guras 25b com 25a), o que sugere que a atividade hidrolitica sobre
rafinose possa ser devido a uma atividade de B-frutosidase (EC
3.2.1.26). A sacarose é hidrolisada principalmente pela B-frutosi-
dase (pico maior na Figura 25c). A maltase hidrolisa quantidades
despreziveis de sacarose (pico menor na Figura 25c). A B-frutosida
se sedimenta-se camo uma molécula de proteina de M, 78.0Q0 (Tabela
19). Outras propriedades da B-frutosidase ventricular estao descri

tas na Tabela 19.

3.2.8. Propriedades da celobiase ventricular da larva de E. ello

3.2.8.1. Peso molecular e pI da celobiase

Centrifugacoes em gradiente de densidade (Figura 26a), e-
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Figura 25 - Separagao eletroforética de hidrolases ventriculares em
cilindro de gel de poliacrilamida 7,5%. (a) ensaio com melibiose;

(b) ensaio com rafinose; (c) ensaio com sacarose; (d) ensaio can mal
tose. Ensaio com p-nitrofenil-a-D-galactosideo resulta em um per -
fil idéntico aquele obtido com melibiose. Perfis obtidos com outras
preparagoes sao similares aos mostrados, que foram obtidos a partir

de um Gnico experimento (gel).
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troforese em géis de cinco concentracoes diferentes de poliacrilami
da (Figura 26b mostra eletroforese em gel de poliacrilamida 8,5%) e
focalizagao isoelétrica (Figura 26c) sugerem que existe apenas uma
espécie molecular de celobiase. Perfis coincidentes com os mostra-
dos na Figura 26 foram obtidos utilizando quaisquer dos seguintes

substratos: celobiose, lactose, pNPRGal, pNPBGli, pNPRFuc e pNPRXil.
Esses resultados sugerem que a celobiase, além de B-glicosideos, hi
drolisa f-galactosideos, B-fucosideos e B-xilosideos. O peso mole-
cular da celobiase calculado a partir de gradientes de densidade (Fi
gura 26a) & 134.000 + 2.000, a partir da migragao eletroforética em
géis de diferentes concentracoes de poliacrilamida & 124.000 + 13,000

e o seu pI &€ 6,8 (Figura 26c).

3.2.8.2. Efeito da temperatura sobre a celobiase

A energia de étivagéo da celobiase, determinada em condi-
coes de saturacao com o substrato, entre 15 e 35°C, & de 13 KCal/mol
(Figura 27). A enzima é completamente estavel por pelo menos 2 ho-
ras em tampao fosfato 50 mM pH 6,5, a temperaturas até 45°C (Figura

27) .

3.2.8.3. Especificidade de substrato da celobiase

A celobiase hidrolisa B-glicosideos, B-galactosideos, B8-
fucosideos e B-xilosideos (Tabela 20), mas nao hidrolisa (alids & i

nibida por) oa-glicosideos e a-galactosideos (Tabela 21).

oNPB-D-galactosideo € inibidor campetitivo linear simples da re
acao da celobiase sobre celcbicse e ocelobiocse & inibidor campetitivo linear sim-
ples da reagao da oceldbiase scbre dWPBR-D-galactosideo (Figura 28). Celobicse e
d¥PB-D—~galactosideo sao hidrolisadcs pelo mesmo sitio ativo da celobiase, uma

que os valores de Ki para oNPB-D-galactosideo (5,7+ 0,3 mM) e Ki pa
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Figura 26 - Propriedades fisicas da celobiase ventricular. (a) Per
fil de sedimentagao da celobiase em gradiente linear de glicerol.
Marcadores de peso molecular: C, catalase de figado bovino (M

232.000); H, hemoglobina bovina (My 64.500). (b) Separagao eletro-
forética da celobiase em gel de poliacrilamida 8,5%. (c) Focaliza-
950 isoelétrica da celobiase. Os ensaios foram realizados usando
‘celobiose como substrato. Ensaios utilizando lactose, pNBBGli,

pNPBGal, pNPSFuc ou pNPBXil como substratos resulta em perfis idén-

ticos aos apresentados. e, pH; 0 Ayz9.
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Figura 27 - Efeito da temperatura na atividade e estabilidade da ce
lobiase. A estabilidade térmica foi determinada incubando-se amos-
tras da enzima em tampao fosfato 50 mM pH 6,5 em diferentes tempera
turas por 2 horas antes de ensaia-las. A linha reta do plote de

Arrhenius foi ajustada pelos métodos dos quadrados minimos aos pon-

tos entre 15 e 35°C.
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ra celobiose (3,2 + 0,1 mM) concordam satisfatoriamente com os valo

res de seus respectivos Kms (7,4 e 2,0 mM) (Tabela 20).

Tabela 20 - Especificidade de substrato da celobiase

Substrato Km v - IO“ZY/Km
(mM) kM s ) (s™h)

Celobiose 2 £+ 0,2 6,1 + 0,2 30 + 4
pNPRG1li 0,18 + 0,01 4,7 + 0,03 261 + 16
ONPBG1li 0,63 + 0,07 2 + 0,05 32 + 4
PAPRGli 7,4 + 1,0 3,4 + 0,3 4,6 + 1
PRGli 6,4 + 0,9 7,1 + 0,5 11 + 2
Lactose 17 + 2 6,2 + 0,6 3, + 0,8
pNPRGal 0,33 + 0,04 18 + 0,5 545 + 84
oNPBGal 7,4 + 0,5 6,7 + 0,3 9 + 1
PAPBRGal 26 + 5 1,9 + 0,3 0,73 + 0,26
PBGal 16,6 =+ 2,5 5,4 + 0,5 3,2 + 0,8
pPAP-Tio-BGli 0,51 + 0,03 0,17 + 0,002 3,3 + 0,2
Salicina 6,3 * 0,6 6,1 + 0,3 9,7 + 1,4
pNPBFuc 0,33 + 0,03 11,4 + 0,2 345 + 37
pPNPBXil 1 + 0,1 0,15 + 0,004 1,5 + 0,2

* A celobiase solivel foi incubada com dez concentragoes diferentes
de cada substrato listado em tampao fosfato 50 mM, pH 6,5 a 30°C.
Os parametros cinéticos (médias e desvios padrdes) foram determi-
nados por uma regressao linear ponderada pelo procedimento de WIL
KINSON (1961) usando um programa escrito em Basic por ORSTREICHER
& PINTO (1983).

Afim de verificar se um mesmo sitio da celobiose & capaz
de hidrolisar B-glicosideos, B-galactosideos, B-fucosideos e B-xilo
sideos ou se, alternativamente, esses diferentes substratos sao hi-
drolisados por sitios diferentes, estudos foram realizados usando um
método que envolve a competicao entre dois substratos, como explica

do a seguir:
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Se uma enzima for ensaiada na presenca de dois substratos
competitivos (isto €, um mesmo sitio for capaz de hidrolisar os dois
substratos) , a atividade sobre cada substrato na mistura sera menor
do que a obtida para cada substrato testado separadamente. A velo-
cidade da reagao de uma enzima can um sitio capaz de hidrolisar dois
substratos sera dada pela equacgao (deduzida assumindo condicoes de

equilibrio rapido, cf. SEGEL, 1975):

Va [a] + Vb [b]

[b] [a]
Ka(l + 25=) + [a]  Kb(l + %5 + [b]
onde v € a velocidade da reagao na presenca de dois substratos (a e

b), Va e Vp sdao as velocidades maximas dos dois substratos e Ka e

Kb sao as respectivas constantes de Michaelis.

Tabela 21 - Inibicdo por glicosideos da celobiase purificada por e-

letroforese em gel de poliacrilamida*

Carboidrato % de inibicao
Maltose 9,7 + 2,2
Melibiose 2,6 + 1,2
p-Nitrofenil o-D-glicosideo 7,4 £ 2,0
Trealose 4,9 + 2,4

* A celobiase foi purificada submetendo-se amostras da fragao solid-
vel (sobrenadante, 100.000 x g, 60 min., 4°C) de homogeneizados de
ventriculos a eletroforese em cilindros de gel de poliacrilamida
8,5%. As fracgoes do gel correspondentes ao pico de atividade da
celobiose foram reunidas e usadas como fonte de enzima purificada.
A celobiase purificada foi incubada com cada um dos glicosideos
(7 mM) relacionados com e sem celobiose (3 mM) em tampao fosfato
50 mM, pH 6,5 a 30°C. Os valores sio médias e desvios padroes da
média de trés determinacdes independentes.
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A velocidade da reacao da enzima com dois sitios diferen=-
tes, cada um catalisando a hidrolise de um substrato diferente, se-

ra dada pela equagao:

v = va [al + Vb [b]
Ka + [a] Kb + [b]

onde todos os termos tem o mesmo significado da equagao anterior.
As velocidades calculadas quando um mesmo sitio da celobiase & ca-
paz de hidrolisar os varios substratos concorda satisfatoriamente

com as velocidades obtidas experimentalmente (Tabela 22).

Tabela 22 - Competigao entre substratos da celobiase

V calaulado (uM.S™})

Substrato A Substrato B V(isegﬁﬂo
(4 mb1) (4 1) 1 sitic 2 sitios (WM.S %)
p-nitrofeni 1-g-D- p-nitrofenil-p-D-
glicosideo galactosideo 8,5 20 5,3+0,3
" p-nitrofenil-p-D-
fucosideo 6,6 15 5,6 +0,1
" p-nitrofenil-g-D-
xilosideo 3,7 4,6 2,9+0,1

* Os substratos a e b foram adicionados juntos e incubados com a ce
lobiase em tampao fosfato 50 mM, pH 6,5 a 30°C. As velocidadésog
servadas para um e dois sitios foram calculadas a partir dos da -
dos da Tabela 20, fazendo uso das equacgoes apresentadas no texto.
As v observadas correspondem as médias e desvios padroes da média
obtidos a partir de 3 determinacOes independentes.

3.2.8.4. Inibicao da celobiase por Tris e lactonas

Tris, 8§~gliconolactona e Y-galactonolactona sao inibido -

res competitivos lineares simples da celobiase. Tris (Ki 0,54 +
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0,09 mM) e y-galactonolactona (Ki 0,16 *+ 0,02 mM) sao bons inibido-
res, enquanto que §-gliconolactona &€ um inibidor excepcional, com Ki
0,85 ¢ 0,05 uM. O Ki para o acido gliconico &€ 0,430 ¢+ 0,002 mM, is
to & 500 vezes maior que o Ki para gliconolactona. N3o estd afasta
da a possibilidade de que a inibigao observada com acido gliconico

seja devido a uma contaminacao pela gliconolactona remcnescente nha
preparacao do acido glicdnico. O Ki para Tris e Y-galactcnolactona
sao os mesmos quando se utiliza celobiose ou lactose como substrato.
Esse resultado é mais uma evidéncia de que BR-glicosideos e B-galac-

tosideos sao clivados por um mesmo sitio ativo da enzima.

3.2.8.5. Inativacao térmica da celobiase

A inativagao térmica a 53°C da celobiase solivel de E.
elfo pode ser descrita por uma cinética de primeira ordem, onde uma
forma molecular instavel mais ativa se transforma em outra estavel
menos ativa (Figura 29). O fato das constantes de inativagao de
primeira ordem serem aproximadamente as mesmas para os varios subs-
tratos utilizados sugere que esses substratos sao clivados por uma

mesma enzima, em um mesmo sitio ativo.

3.2.8.6. Configuracao anomérica da D-glicose liberada pela celobia.

se e o parametro p

Os resultados apresentados na Figura 30 mostram que a ce-
lobiase libera B-D-glicose a partir de o-nitrofenil-g-D-glicosideo,
sugerindo que a reagao catalisada pela enzima ocorre com retencgao de
configuracao. Além disso, a utilizacao de varios substratos fenil-
B-D-glicosideos p-substituidos e de varios substratos fenil-g-D-ga-
lactosideos p-substituidos (Tabela 20) possibilitou a determinagao
do parametro p da equagdo de Hammet-Hansch (HANSCH et al., 1965) que

contém informagao do tipo de mecanismo envolvido em cat3lise. A e~
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Figura 29 - Inativacao térmica a 53°C da celobiase em tampao fosfa-
to 50 mM pH 6,5. Os substratos utilizados foram: e, pNPBGal; 4,

pNPRGli; o, celobiose; A, lactose. Os pontos correspondem a resul-
tados experimentais, enquanto que as curvas sao tedricas. As cur -
vas foram calculadas assumindo as seguintes atividades residuais (%)
e constantes de inativagcdo (s !), respectivamente, para cada subs -
trato. Celobiose e lactose: 30%, 9,8 x 10 “s™ !, pNPRGli: 10%, 10 x

10 *s™ !, pNPBGal: 6%, 12 x 10 “s !.
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Figura 30 - Identificacao enzimitica da configuragcao anomérica da
D-glicose liberada pela celobiase. A, D-glicose liberada pela celo
biase. Apds a anomerizagao (obtida por fervura), a curva experimen
tal permanece idéntica; B, a-D-glicose apds anomerizacao; C, a-D -
glicose controle. As concentragoes de glicose, e demais condigoes
experimentais, em B e C s3o semelhantes aquelas em A, Detalhes em

Materiais e Métodos.



121

quagao de Hammet-Hansch & a seguinte: 1log Vx = Km + po + c, onde
Vx & a velocidade maxima para um substrato com um substituinte x; K,
P e c sao constantes. m & um parametro de hidrofobicidade e o € a
constante de Hammet (JAFFE, 1953; HAMMET, 1970). O valor de p en -
contrado para a celobiase foi ~0,26 utilizando substratos fenil B8 -

D-glicosideos p-substituidos e 0,36 para substratos fenil B-D-galac

tosideos p-substituidos.



122

4. DISCUSSAO

4.1. O cenario da acao digestiva nas larvas de E. elflo

As larvas de E. e¢lfo alimentadas com folhas de Euphonrbia
pulcherrima crescem bem, alcancando comprimento e peso semelhantes
a larvas vivendo em condigoes naturais (cf. TERRA et al., 1982). O
indice de consumo de folhas de E. pulchernima para larvas de E.ello
é 2,1, isto &, a larva come 2,1l vezes seu proprio peso por dia, o
que é caracteristico de larvas de Lepidoptera (cf. CHAPMAN, 1982).
O baixo coeficiente de digestibilidade de folhas de E. pulcheanima
encontrado para E. eflfo, 45 (em comparagao com 72 para a vaca, cf.
TRAGER, 1953) & também caracteristico de larvas de Lepidoptera (cf.
CHAPMAN, 1982). Esses Indices podem ser considerados como adapta -
goes para conciliar uma alta velocidade de crescimento com uma ali-
mentagao na base de folhas de plantas que apresentam baixo conteldo
protéico. Dessa forma, as larvas precisam digerir o conteiido celu-
lar de grande quantidade de folhas, enquanto deixam as paredes celu
lares intactas para economizar tempo, a fim de obter uma quantidade
suficiente de proteinas para manter uma alta taxa de crescimento. As
evidéncias que apoiam essa hipdtese consistem na auséncia de celula
se no intestino de E. e¢flo e a descoberta de que as fezes das lar -
vas apresentam células vazias com as paredes celulares intactas. Uma
evidéncia mais direta para a referida hipotese foi relatada para o
bicho da seda. Esta larva digere 62% da proteina e 0,7% das pare -

des celulares de folhas de amora, enquanto que a vaca digere 75% da

proteina e 74% das paredes celulares de capim seco (cf. TRAGER, 1953).

A atividade digestiva que permite a enorme voracidade das
larvas de E. eflo tem como cenario o seu tubo digestivo. O tubo di
gestivo da larva de E. effo, como dos demais insetos, & dividido em

uma regiao anterior, responsavel pela ingest3o e trituracao do bolo
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alimentar, uma regiao média (o ventriculo), responsivel pela diges-
tao e absorgao do alimento e uma regido posterior, responsavel pela
formagao das fezes. O ventriculo de E. ¢ffo é formado por trés re-
gioes sucessivas que diferem no grau de dobramento do epitélio. E-
xistem trés tipos de células no ventriculo: as células colunares,

as caliciformes e as endocrinas (estas pouco abundantes e, porisso,
nao serao mais tratadas aqui). As células mudam de morfologia ao

longo do ventriculo (Figuras 3, 4, 5 e 7).

As c€lulas caliciformes do ventriculo de E. elffo apresen-
tam particulas nas membranas de suas microvilosidades (Figuras 4.6
e 7.14). Admite-se que essas particulas, os K+-portassomos,corres-
pondem a K+-ATPase, presumivelmente responsavel pela excrecao de po
tassio nas larvas dos Lepidoptera (WOLFERSBERGER, 1979; WOLFERSBER-
GER et al., 1982; HARVEY et al., 1983). As células caliciformes da
regiao anterior do ventriculo possuem mais particulas ao longo da
membrana de suas microvilosidades, e mais mitocdndrias associadas,
que as células caliciformes da regiao posterior do ventriculo (com-
parar Figuras 4.6 e 4.7 com 7.13 e 7.14). Isto sugere que hia mais
processos dependentes de energia associados aos K+~portassomos da
regiao anterior, do que da regizo posterior do ventriculo. Contudo,
CIOFFI & HARVEY, 1981 demonstraram em uma outra mariposa da familia
Sphingidae (Manduca sexta), que o transporte liguido de potassio &
maior na regiao posterior do que na regiao anterior do ventriculo,
expressando os resultados por regiao ou por célula. Esses resulta-
dos aparentemente conflitantes podem ser explicados se admitirmos
que as células caliciformes da regiao anterior tem que gerar gradi-
entes de potassio maiores do que os das células caliciformes da re-
giao posterior, a fim de excretar potassio. O significado fisiold-
gico da manutengao de uma elevada concentracao de potdssio no inte-
rior da cavidade das células caliciformes da regiao anterior seria

duplo. Primeiro, nessas condigoes seria possivel a secrecao de po-
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tassio em altas concentragoes, isto &, com poucas moléculas de agua
acompanhantes. Segundo, a existéncia de potdssio concentrado na ba
se das células caliciformes poderia assistir 3 absorcao de agua pe-
las c€lulas colunares vizinhas, ao facilitar a difusio do potassio

(ver detalhes abaixo).

A existéncia de um bordo em escova bem desenvolvido, de um
grande nimero de mitocdndrias presentes no citoplasma apical e de
invaginagoes da membrana plasmatica basal com mitocondrias associa-
das poderia proporcionar as células colunares a capacidade de trans
portar ions e agua (ver THREADGOLD, 1976). O fato das invaginacoes
da membrana plasmatica basal constituirem um compartimento extrace-
lular distinto, com acesso restrito para a hemolinfa (devido ao pe-
queno nimero de aberturas para o espaco extracelular subjacente),po
deria capacitar as células colunares da regiao anterior e média do
ventriculo a concentrar solutos nesse compartimento, criando um gra
diente de pressao osmdtica entre aquele compartimento e o lumen, o
que poderia levar a absorgao de agua (cf. BERRIDGE, 1970). A difu-
sao de potassio da cavidade basal das células caliciformes poderia
facilitar a concentragao de solutos no compartimento extracelular
das células colunares da regiio anterior e mé&dia do ventriculo. Nes
sas condigoes, as células colunares poderiam absorver agua eficien-
temente, sem absorver potdssio do limen do ventriculo. As invagina
¢oes da membrana plasmdtica basal das células colunares da regiao
posterior do ventriculo, em contraste com aquelas da regiao anteri-
or e média, apresentam aberturas regulares para o espago extracelu-
lar subjacente, semelhante aquelas de células secretoras, como por
exemplo nos tubos de Malpighi (BERRIDGE, 1970). Além disso, as in-
vaginagoes da membrana plasmitica basal das células colunares poste
riores formam um arranjo paralelo extenso, que acompanha a superfi-
cie das cé€lulas caliciformes vizinhas. B possivel que tais arran -

jos facilitem a secregao de agua, associado com a excregao de potas
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sio, pela regiao posterior do ventriculo.

A natureza ultraestrutural das células ventriculares da
larva de E. e£fo, discutida acima, permite supor que haveria secre-
¢ao de agua no tergo posterior do ventriculo e sua absorgao nos dois
tercos anteriores do ventriculo, resultando em um fluxo de fluido em
contracorrente com o movimento do bolo alimentar (este move-se dare
giao anterior para a reqi%o posterior do ventriculo). Dessa forma,
E. ello poderia apresentar um mecanismo de reciclagem das enzimas
que penetrassem no espago endoperitrofico como proposto para R. ame

nicana (ver item 1.3).

A existéncia dos presumidos fluxos de fluidos na larva de
E. ello foi confirmada pelas experiéncias em que amarante foi intro
duzido no esofago e injetado na hemolinfa de larvas de E. ello. Co
mo se recorda, os resultados sugeriram que os dois tercos anterio -
res do ventriculo absorvem agua, enquanto que o Gltimo terco, secre

ta aqua.

4.2. A natureza dos agentes da digestao nas larvas de E. eflo

A discussao sobre a natureza dos agentes da digestao na
larva de E. e¢flo sera dividida em trés partes. Na primeira parte se
rao apresentados breves coment&rios sobre as principais enzimas (cam
excegao da celobiase) que ocorrem no ventriculo de E. ello e serao
indicadas as tabelas que resumem as suas propriedades fisicas e ci-
néticas. A seguir, serao comentadas as implicagoes fisiolbgicas e
evolutivas de algumas propriedades das enzimas de E. efLo. Final -
mente, serao discutidos os resultados sobre a celobiase, que foi a

enzima de E., effo melhor estudada.

Existem tres B-N-acetilglicosaminidases, no ventriculo de

E. ello, que diferem entre si apenas em relacao aos valores de pI.
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Outros dados referentes a essa enzima sao encontrados na Tabela 19.

E. eflo apresenta uma amilase solivel e uma amilase liga-
da a membranas das células colunares do ventriculo, que possuem pa-
rametros cinéticos muito semelhantes entre si e sao imunologicamen-
te idénticas. Abaixo sera discutida a possibilidade da amilase so-
lavel ser derivada por processamento da amilase de membrana. Uma
propriedade curiosa da amilase de E. effo & nao ser ativada por clo
reto, em contraste com numerosas outras amilases de insetos (revi -
sao em TERRA et al., 1977). Outras propriedades da amilase estao

descritas na Tabela 18).

O ventriculo de E. effo¢ apresenta dois tipos de carboxi -
peptidases: uma carboxipeptidase majoritaria ligada as membranas
das microvilosidades (M, 136.000) e uma minoritaria, sollvel. A car
boxipeptidase solivel parece ser um hexamero formado por duas subu-
nidades de cada uma de trés cadeias polipeptidicas que diferem en -
tre si apenas em carga elétrica. Outras propriedades da carboxipep

tidase sollvel estao resumidas na Tabela 18.

B-frutosidase & uma enzima tipica de fungos, geralmente
considerada camo estando ausente dos animais, embora haja relatos
que mencionem a sua presencga em insetos (MARZLUF, 1969; HUBER & LE-
FEBVRE, 1971; HUBER & THOMPSON, 1973; HUBER, 1975; HUBER & MATHISON,
1976). Tanto quanto sabemos, este & o primeiro relato onde uma B -
frutosidase de inseto foi caracterizada. A sua fung¢ao no ventricu-
lo da larva de E. e¢flo parece ser de hidrolisar especificamente sa-
carose, uma vez que este substrato praticamente nao & hidrolisado pe
la maltase (o-glicosidase) de E. ello. As propriedades fisicas e

cinéticas da B-frutosidase de E. ello estiao reunidas na Tabela 19.

A a-galactosidase nao & uma enzima muito ativa em E. ello.

Os resultados sugerem que ela & um dimero que se dissocia em mondme
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ros durante a eletroforese em gel de poliacrilamida. Outras propri
edades da a-galactosidase ventricular est3o apresentadas na Tabela

19.

A similaridade dos parametros cinéticos da maltose 1 (My
151.000) e da maltose 2 (Mr 34.000) da larva de E. ello, suas taxas
de inativagdo térmica idénticas e a descoberta de uma {inica espécie
molecular de maltase por ultracentrifugagcao em gradiente de densida
se (Mr 134.000, Tabela 19) sugere que a maltase 1 & um tetramero da
maltase 2. Este tetramero parece dissociar-se nas condigoes alcali
nhas que prevalecem durante a eletroforese. Essa hipdteseé sustenta
da pela descoberta de que a maltase 1 purificada migra como a malta
se 2 em cilindros de géis de poliacrilamida preparados sem o gel de
empilhamento. Nessas condigdes o pH vigente durante a eletroforese
& superior ao observado nos cilindros preparados com gel de empilha
mento (cf. DAVIS, 1964). Outra evidéncia a apoiar aquela hipotese
€ a observagao de que a maltase 2 purificada sedimenta-se em gradi-

entes continuos de glicerol como uma molécula de peso molecular de

92.000.

A tripsina de E. effo hidrolisa eficientemente BAPA e &
fortemente inibida por benzamidina (Ki 18 uM) , como ocorre com a
maioria das tripsinas descritas (MARES-GUIA & SHAW, 1965). Da mes-

ma forma que para amilase, a tripsina soliivel deve ser derivada de
uma tripsina ligada a membrana das células colunares. Outras pro -

priedades da tripsina estao resumidas na Tabela 18.

As propriedades da aminopeptidase e da trealase de E. ello

estao resumidas nas Tabelas 18 e 19.

As dissacaridases (celobiase, B-frutosidase, oa-galactosi=-
dase, maltase e trealase) apresentam valores otimos de pH em torno

de 6 (Tabela 19) e se encontram majoritariamente associadas ao gli-
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cocalix das células colunares posteriores (ver item 4.3). Por ou -
tro lado, os valores de pH determinados com um eletrodo de vidro na
superficie do ventriculo posterior é 7,8 e no seu limen & 9,4 (Tabe
la 2). E tentador tentar explicar a aparente contradigcao assumindo
que haja um gradiente de pH da superficie celular até o ldmen do ven
triculo. Dessa forma, o pH nas vizinhangas do glicocalix poderia

ser proximo a 6 e, portanto, mais compativel com as propriedades das
dissacaridases. O pH 6timo da B-N-acetilglicosaminidase & baixo
(4,5), mas como a sua atividade diminui lentamente em pHs crescen -
tes, ela apresentaria ainda cerca de 84% de sua atividade (se a hi-
pGtese acima for verdadeira) nas vizinhangas do glicocilix das célu

las colunares, onde ela predomina.

Os estudos fisico-quimicos das enzimas digestivas de E.
eflo levou a descoberta de que varias das enzimas que nao penetram
no seu espago endoperitrofico (p. ex. carboxipeptidase, a-galactosi
dase e maltase) apresentam subunidades semelhantes (ou idénticas) en
tre si. O interesse desse achado é o fato dele apoiar a hipotese
levantada por TERRA et al. (1985) sobre a evolugao dos sistemas di-
gestivos nos insetos superiores. Terra et al. (1985) inicialmente
mostraram que todas as enzimas digestivas dos Coleoptera sao peque-
nas o suficiente para atravessar a membrana peritrodofica, enquanto
que o mesmo nao acontece com os insetos mais evoluidos como os Dip-
tera (p. ex. Rhynchosciara amenicana) e os Lepidoptera (p. ex. E.
eflo). Eles admitiram ent3o que a mudan¢a no tamanho das hidrola -
ses poderia ser uma consequéncia de poucas mutagoes que afetassem as
suas moléculas, de modo que elas pudessem se arranjar em hidrolases

oligoméricas compostas de umas poucas subunidades idénticas.

A celobiase solivel de E. eflfo hidrolisa B-D-glicosideos,
B-D-galactosideos, B-D-fucosideos e B-D-xilosideos, mas nao hidroli

sa a-D-glicosideos e o-D-galactosideos. As tentativas de separar a
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atividade sobre R-D~glicosideos da atividade sobre os outros subs-
tratos relacionados acima, usando varias técnicas de separacao (ele
troforese em gel de poliacrilamida, focalizagéo isocelétrica e cen-
trifugagao em gradiente de densidade), foram infrutiferas. Os expe
rimentos de competicao entre substratos levam a crer que R-D-glico-
sideos, B-D-galactosideos, B-D-fucosideos e B-D-xilosideos sao hi-
drolisados em um mesmo sitio ativo. A idéntica conclusao se chega
ao apreciar o fato de que a celobiase apresenta constantes de inati
vagao térmica praticamente iguais para diferentes substratos (celo-
biose e lactose 9,8 x 10~ 's™', pNPRGli 10 x 10 's”' e pNPRGal

12 x 107 *s™'). Além disso, o valor de Ki para Tris e para galacto
nolactona & o mesmo, independente do fato da celobiase ser ensaiada
com celobiose ou lactose. Isso reafirma a conclusao anterior de que
B-glicosideos e B-galactosideos sao hidrolisados em um mesmo sitio
ativo. Os resultados sugerem que a celobiase ventricular de E.ello

€ uma enzima que hidrolisa ligag¢des B-glicosidicas com baixa especi

ficidade em relacao ao substrato.

Os valores do Ki para oNPBGli (5,7 mM), em uma reagao on-
de celobiose & o substrato, e o Ki para celobiose (3,2 mM), em uma
reagao onde oNPBGli & o substrato, concordam com os valores de seus
respectivos Kms (7,4 e 2 mM). Como os valores de Ki dos inibidores
competitivos lineares simples correspondem 3s constantes de dissoci
agao verdadeiras dos respectivos complexos enzima-inibidores (cf.
SEGEL, 1975) a concordancia mencionada acima sugere que os Kms da
celobiase sao na realidade Kgs, isto &, constantes de dissociacgao
dos complexos enzima-substrato. Isso leva a conclusao que a celobi

ase deve operar segundo uma cinética de equilibrio rapido.

Os mecanismos possiveis de hidrdlise de ligagdes glicosi-
dicas estao bem discutidos em varias publicacoes (CAPON, 1969; CoGo
LI & SEMENZA, 1975; LEGLER, 1975; FERREIRA & TERRA, 1983) e nio se-

rao, porisso, detalhades aqui. O fato da hidrolise de substratos g-
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glicosidicos catalisada pela celobiase ocorrer com a liberacao de 8-
D-glicose elimina os mecanismos do tipo substituicao nucleofilica bi
molecular (Sy?) e catdlise basica (inclusive geral), porque o pri -
meiro tipo implicaria na inversao de configuracao dos produtos e o
segundo, no aparecimento de isOmeros da glicose. Restam duas possi
bilidades principais: (1) qualquer mecanismo que envolva um nimero
par de substituicoes nucleofilicas no C; do glicosideo, formando um in
termediario enzima-substrato covalente e (2) um mecanismo semelhan-
te a catalise acida com a formagao de um Ion carbonium intermedii -

rio capaz de sofrer um atagque frontal pela agua.

O mecanismo 1 leva a previsao de que os substituintes no
aglicone nao devem influenciar a constante catalitica da reagao, pois
de regra o passo limitante de uma reagao gue envolve um intermedia-
rio covalente é a etapa de sua saida da enzima (cf. FERSHT, 1977).
Uma inspegao na Tabela 20 mostra claramente que os substituintes no
aglicone influenciam a constante catalitica da reagao da celobiase,
sugerindo que o passo limitante da reacao € a saida do aglicone. Por
outro lado, as evidéncias que sugerem que a celobiase opera segundo
uma cinética de equilibrio rapido (que implica no complexo enzima -
substrato estar em equilibrio com o substrato e enzima livre) apoiam
a hipotese de que o passo limitante da reagao & a saida do aglicone.
Finalmente, as constantes de reagéo p determinadds para a celobiase a-
tuando tanto sobre fenil B-D-glicosideos para substituidos (p= -0,26)
quanto sobre fenil B-D-galactosideos para substituidos (p = 0,36)
sao muito diferentes do valor esperado para uma reagao com mecanis-
mo semelhante ao 1. Este valor deveria ser proximo ao de reacgoes
com mecanismos semelhantes aos de catalise basica (onde ocorre um a
taque nucleofilico da hidroxila 2 sobre o C,, com a saida do aglico

ne) e que & de cerca de 2,5 (NATH & RYNDON, 1954).

O mecanismo 2 concorda cam os dados experimentais que in-
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dicam que o passo limitante da reacdo & a saida do aglicone, concor
da com o valor de p encontrado (que € semelhante aos determinados em
catalises acidas, que s3o nimeros negativos ou proximo de zero; cf.
COGOLI & SEMENZA, 1975), além de permitir prever uma excepcional i-
nibigcao da celobiase por §-gliconolactona. Essa inibigao excepcio-
nal, que foi encontrada, sugere que a lactona (que & semelhante em
estrutura ao Ion carbonium, cf. LEVVY & SNAITH, 1972) seja um anélg
go do estado de transigao (ion carbonium) formado durante a catali-
se da celobiase (cf. WOLFENDEN, 1972; LIENHARD, 1973). De acordo com
esse mecanismo a hidrdlise de B-D-glicosideos pela celobiase prova-
velmente ocorre através da protonac¢ao do oxigénio da ligacao glico-
sidica. Como o mecanismo de hidrdlise de tioglicosideos é aparente
mente o mesmo de glicosideos (CAPON, 1969), o fato da velocidade de
hidrélise de p-nitrofenil-1l-tio B-D-glicosideo ser muito menor que
a velocidade de hidrdlise de p-nitrofenil B~D-glicosideo (Tabela 20)
apoia o mecanismo proposto acima. Como se sabe, o enxofre € menos
basico que o oxigénio, o que torna a sua protonagao mais dificil que

a do oxigénio (CAPON, 1969).

4.3. A distribuicdo das enzimas nas diferentes regioes do tubo di-

gestivo da larva de E. ello

As larvas de E. elffo n3ao apresentam enzimas digestivas nas
glandulas salivares, e as atividades enzimaticas recuperadas das fo
lhas comidas pelas larvas sao insignificantes. Além disso, as ati-
vidades medidas no intestino anterior e intestino posterior corres-
pondem a menos do que 2% daquelas encontradas no ventriculo. Dessa
forma, praticamente todo o processo digestivo deve ocorrer sob a a-
¢ao de hidrolases ventriculares como & comum entre os insetos (cf.
WIGGLESWORTH, 1972). Além disso, n3o foi encontrado nenhum ativa -

dor ou inibidor presente nas células ventriculares ou no iimen do
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ventriculo, que afetasse as enzimas digestivas de E. elfo.

As hidrolases aminopeptidase, celobiase, fosfatase alcali
na, B-frutosidase, a-galactosidase, maltase e trealase deverm ser
restritas as células ventriculares, porque as suas atividades espe-
cificas no fluido ectoperitrdfico sio menores que nas células ven -
triculares (Tabela 5). Dessa forma, a ocorréncia daquelas ativida-
des no fluido ectoperitrdfico poderia ser explicada por descamacgao

e/ou rompimento celular durante a disseccgao.

As enzimas B-N-acetilglicosaminidase, amilase, carboxipep
tidase e tripsina devem ser secretadas para o espago ectoperitrofi-
€O, porque as suas atividades especificas no fluido ectoperitrofico
sao maiores do que aquelas determinadas nas células (Tabela 5). Se
as enzimas detectadas no espacgo ectoperitrofico fossem consequéncia
de descamagao celular e/ou rompimento celular durante a disseccgao,
suas atividades especificas deveriam ser iguais ou menores do que
as atividades especificas medidas nas células, porque as proteinas
celulares (incluindo as enzimas em consideragao) seriam diluidas pe

las proteinas previamente presentes no fluido ectoperitrofico.

Dentre as enzimas que seriam secretadas para o espago ec-
toperitrofico, somente a amilase e a tripsina ocorrem com elevadas
atividades especificas nos conteidos da membrana peritrofica (Tabe-
la 5). 1Isso sugere que apenas essas duas enzimas penetrariam no es
Pago endoperitrofico. O fato de samente amilase e tripsina serem en
contradas em grandes quantidades nos regurgitados das larvas de E.
eflo comprovaram a hipotese levantada acima, aldm de concordar com
a afirmagao de HORIE (1959), que os Lepidoptera (ele estudou Bombyx
mordi) apresentam uma {nica glicosidase nos seus regurgitados: a a-
milase. Deve-se mencionar ainda que além de tripsina e amilase, os
regurgitados de E. eflo apresentam pequenas quantidades de aminopep

tidase e celobiase que, entretanto, diferem em migragao eletroforé-
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tica das contrapartidas encontradas no tecido ventricular. Essas du
as Gltimas enzimas devem ser produtos das folhas ingeridas pelo in-

seto.

Nesse ponto, surge uma questao interessante. O que impe-
diria a algumas enzimas presentes no espaco ectoperitrofico de atra

vessarem a membrana peritrofica?

Uma comparagao entre os diametros das enzimas que atraves
sam a membrana peritrofica (amilase e tripsina), com os daquelas que
nao atravessam a membrana peritrdfica (B-N-acetilglicosaminidase e
carboxipeptidase) (Tabelas 18 e 19) sugere a resposta: os poros da
membrana peritrofica da larva de E. effo teriam um didmetro de 7 a
7,5 nm. Essa estimativa estd de acordo com os dados obtidos usando
particulas de ouro coloidal em Aedes aegyptsi (ZHUZHIKOV, 1970)e cam
os dados obtidos a partir do estudo da distribuicao das enzimas no
ventriculo das larvas de R. amenicana (TERRA & FERREIRA, 1983) e T.
pubescens (ESPINOZA-FUENTES et al., 1984). B interessante notar que
A. aegypti, R. amernicana e T. pubescens possuem membrana peritrofi-
ca do tipo II (ver WIGGLESWORTH, 1972), enquanto que as larvas de E.
¢eflo apresentam membrana peritrdéfica do tipo I (ver WIGGLESWORTH,
1972). As membranas do tipo I se caracterizam por serem sintetiza-
das por grande parte da superficie ventricular, por um processo se-
melhante a uma delaminagdo, enquanto que aquelas do tipo II sao sin
tetizadas por um anel de células dispostas na regiao limite entre o

ventriculo e o intestino anterior.

O estudo da distribuigao das enzimas nas regides do ven -
triculo discutidas acima mostraram que algumas enzimas s3o restri -
tas as células (aminopeptidase, celobiase, fosfatase alcalina, B-fru
tosidase, a-galactosidase, maltase e trealase), enquanto outras sao
encontradas nas células e no limen do ventriculo (B-N-acetilglicosa

minidase, amilase, carboxipeptidase e tripsina). A localizacgao des
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sas enzimas nas células ventriculares juntamente com os processos
envolvidos na secrecgao das enzimas encontradas no limen ventricular

serao discutidos a seguir.

A aminopeptidase estad enriquecida, enquanto que a succina
to e a lactato desidrogenase nao estao, na fragao P; (centrifugagao
diferencial) e na fragao S, (sonicagao) (Figuras 9 e 10, Tabelas 14
e 15) obtidas de homogeneizados das células de ventriculos anterio-
res e posteriores. Essas fragoes apresentam, ao microscdpio eletro
nico, principalmente microvilosidades das células colunares (Figu -~
ras 11E, 12C e 13D). Por outro lado, a atividade especifica de ami
nopeptidase em preparagoes de membrana aumenta, quando essas membra
nas sao lavadas (Tabela 10), e & possivel remover praticamente a to
talidade da aminopeptidase dessas membranas cam detergente (Tabela
17). Esses resultados levam a conclusdo que a aminopeptidase & uma
proteina integrante das membranas plasmaticas que cobrem as microvi
losidades das células colunares (mas nao das células caliciformes)
do ventriculo de E. eflfo. Assim, o fato de que a fracdo de microvi
losidades obtidas por precipitacdo diferencial com cilcio estar tao
enriquecida em aminopeptidase como as fracoes P; e S3; € um argumen-
to em favor de que a chamada fracao de microvilosidades consiste
principalmente de microvilosidades de células colunares. Uma inspe
cao dessa fragao ao microscopio eletrdnico revela perfis de membra-
nas que nao apresentam particulas ao longo de sua superficie e que,
por isso, devem ser derivadas das microvilosidades das células colu
nares (Figura 13C). O calcio parece agregar mitocondrias (como em
enterocitos de mamiferos) e as membranas plasmaticas das células ca
liciformes. Essas membranas s3ao reconheciveis pelas particulas a

ela associadas (Figura 13B).

Uma comparagao entre os trés métodos utilizados para a pre

paragao de microvilosidades das células colunares esti mostrado nas
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Tabelas 23 e 24. A centrifugagdo diferencial e a sonicagio sao de
moradas e exigem o uso de tecido fresco, enquanto que a precipita -
cao diferencial por cilcio & mais facil, de realizacgao rapida e po-
de utilizar tecido congelado. Embora as preparacoes de microvilosi
dades obtidas por precipitacao diferencial com cilcio sejam um tan-
to contaminadas por mitocéndrias e citossol, os niveis encontrados sio
aceitaveis para a maioria dos propositos como, por exemplo, servir
de material de partida para a purificagao de enzimas de microvilosi
dades. Os niveis de contaminacao das preparacgoes de microvilosida-
des podem ser diminuidos, se necessiario, por tratamento com Tris se
guido por ultracentrifugacdo em gradiente descontinuo de glicerol
(ver item 3.1.10) e/ou por repetidas lavagens como descrito para pre
paragoes de enterocito de mamifero (KESSLER et al., 1978). A técni
ca de sonicagao de tecido proporciona preparacoes de microvilosida-
des das células colunares virtualmente livres de contaminantes, se
condic¢oes controladas e adequadas sao utilizadas (CIOFFI & WOLFERS-
BERGER, 1983). Contudo, o método é trabalhoso e a recuperacao das
membranas das microvilosidades & baixa (Tabelas 23 e 24). Provavel
mente este & o método mais adequado para preparar membranas plasma-

ticas que nao sejam das microvilosidades das células colunares.

A distribuigao da atividade de fosfatase alcalina pelas
fragoes subcelulares obtidas por diferentes té&cnicas & semelhante a
quela da aminopeptidase, o queé sugere que a fosfatase alcalina (co-
mo a aminopeptidase) ocorra samnente nas microvilosidades das célu -

las colunares.

Nas c€lulas do ventriculo da larva de E. ello, a celobia-
se e a maltase sao encontradas somente na forma soliivel (Figuras 9
e 10). Se isso & verdadeiro, a recuperagao de quantidades aprecia-
veis dessas enzimas na fracao P, (Figuras 9 e 10) precisa ser expli

cada. E possivel que as glicosidases desta fracao sejam enzimas de



Tabela 23 - Atividades enzimaticas em diferentes preparacgoes de microvilosidades das células coluna -

res do ventriculo anterior*

Centrifugagao diferencial Sonicagao Precipitagao diferencial
Enzimas Reauperacao Fator de Reauperacao Fator de Recuperacao Fator de
(%) enriquecimento (2) enriquecimento (%) enriquecimento

Ami lase 3 1 0,7 *0,2 11 +0,4 3,7 +0,3 11,4 £ 0,7 1,9 +0,2
Amincpeptidase 20 + 2 4,7 +0,2 11,8 + 0,4 4,0 0,2 26 6 4,2 +0,9
Celdbiase 0,03 0,01 0,007 £ 0,001 0,9 0,1 0,30 £ 0,03 1,4 +0,2 0,23 £+ 0,05
Lactato desidrogenase 1,4 +0,3 0,33 0,03 0,5 +0,4 0,2 *+0,1 3 0+1 0,4 +0,1
Succinato desidragenase 1,9 + 0,2 0,44 * 0,03 0,22+ 0,06 0,09+ 0,02 3,8+0,2 0,44 £ 0,02
Tripsina 13 +1 3,1 +0,1 5,8 0,5 2,0 0,2 5,7 +0,9 0,9 +0,1

As microvilosidades preparadas por centrifugagao diferencial correspondem as membranas da fragao P;

(ver Figuras 9 e 10); aquelas preparadas por sonicacgao correspondem a fracao S; (ver Tabelas 14 e 15)

e aquelas obtidas por precipitagao diferencial sao descritas em Materiais e Métodos (ver Tabelas 11

e 12).

A recuperacao (e o enriquecimento) foram calculados em relacao a atividade (e atividade es-

pecifica) presente no homogeneizado original do ventriculo ou, no caso da sonicagao, em relacao a

soma de atividades e contelido protéico das fragdes obtidas ap3s a sonicagao.

Os resultados sao mé-

dias e desvios padroes da média baseados em determinagbes realizadas em 3 praeparagoes diferentes ob

tidas a partir de 2 larvas cada.

9¢T



Tabela 24 - Atividades enzimaticas em diferentes preparagoes de microvilosidades das células coluna -

res do ventriculo posterior*

Centrifugacao diferencial Sonicagao Precipitacgao diferencial
Enzimas Recuperacao Fator de Recuperac¢ao Fator de Reauperacao Fatar de
(%) enriquecimento (2) enriquecimento (2) enriquecimento

Amilase 9 + 2 1,3 £+0,06 11,5 0,2 2,9 +0,3 2t 2 2,3 +0,3
Amincpeptidase 22 + 2 4,8 +0,3 15 +2 3,7 +0,1 24 £ 1 4,6 0,2
Celobiase 0,059 + 0,008 0,012+ 0,000 1,5 +0,2 0,35+ 0,02 1,6+0,3 0,3 0,06
Lactato desidrogenase 3 1 0,38 + 0,01 0,16 +0,04 0,12+ 0,08 3,1+0,4 0,24 + 0,03
Succinato desidrogenase 46 =+ 0,6 0,9 =+0,1 0,85+ 0,04 0,22 +0,03 5,9 +40,6 0,47 + 0,07
Tripsina 9,5 +0,7 1,9 +0,2 9 2 2,2 +0,2 6,2+0,9 1,2 +0,1

* Os resultados sao médias e desvios padrdes da média baseados em determinacdes realizadas em 3 preparagoes
diferentes obtidas a partir de 2 larvas cada. Outros detalhes como na Tabela 23,

LET



138

citossol englobadas em fragmentos celulares. Entretanto, essa hip§
tese nao encontra apoio na distribuicdo intracelular observada para
a lactato desidrogenase, enzima marcadora de citossol (Figuras 9 e
10). E mais provavel que as atividades de glicosidases da fracao
P, resultem de enzimas presas no glicocalix presente entre as micro
vilosidades das células colunares. Essa hipdtese & corroborada pe-
la visualizacao de grandes visiculas cam bordos em escova na fragao
P, (Figura 11C). Apds varios ciclos de congelamento e descongela -
mento, essas vesiculas provavelmente mudam de estrutura, liberando
as enzimas presas ao glicocdlix intermicrovilar. O fato de que gran
de quantidade das glicosidases sao encontradas no tecido remanescen
te (fracao S,) apds a sonicagcao, fornece apoio adicional 3 hipotese
de que essas enzimas estao aprisionadas no glicocalix intermicrovi-
lar. E importante recordar que a maior parte do citossol do tecido
esvai-se das células durante a sonicagao, a julgar pelos dados de
lactato desidrogenase (Tabelas 14 e 15). P tentador correlacionar

as glicosidases soliveis em vesiculas que ocorrem principalmente na
fragao P, (Figuras 9 e 10) com o contefido de vesiculas secretoras vi
siveis ao microscopio eletrdnico (Figura 12B). Provavelmente essas
sao as Unicas glicosidases verdadeiramente intracelulares. As gli-
cosidases ensaiadas na fracao sollivel celular devem corresponder a
moléculas frouxamente ligadas ao glicocalix das células colunares,e
que devem ser liberadas durante a homogeneizagao do tecido. O com-
portamento da trealase seque aproximadamente aquele descrito para
celobiase e maltase, exceto por uma alta atividade nas membranas da
fracao P1 e fragado P4 (principalmente das células da regiao posteri
or do ventriculo) (Figuras 9 e 10). 1Isto sugere que a maior parte
da atividade de trealase & sollivel (com parte presa no glicocalix)

e que hi possivelmente atividade minoritaria presente nos microsso-
mos, principalmente das células da regiao posterior do ventriculo.

E interessante notar que trealases sollveis e microssdmicas ocorrem
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no ventriculo de outras larvas de insetos (WYATT, 1967).

B-N-acetilglicosaminidase, B-frutosidase e o-galactosida-
se nao foram ensaiadas nas fragoes obtidas por centrifugacao dife -
rencial. Entretanto, como essas enzimas ocorrem majoritariamente
nas células ventriculares na forma soliivel & possivel que elas se
associem ao glicocalix das células colunares, como descrito para as
outras glicosidases. E importante ressaltar, contudo, que a B-N-a-

cetilglicosaminidase ocorre também no fluido ectoperitrdfico.

A amilase e a tripsina parecem ocorrer tanto na forma so-
ldvel quanto na forma associada a membrana, se levarmos em conside-
racao as grandes quantidades de enzimas que se sedimentam ao centri
fugarmos homogeneizados de ventriculos em diferentes condicoes (a -
gua, solucao isotdnica de baixa forga idnica e alta forca idnica e
solugoes salinas hipertdnicas). O decréscimo da atividade especifi
ca de amilase em microvilosidades purificadas, apds tratamento cam
solugao de Tris hiperosmdtica, & provavelmente uma consequéncia da
remogao das formas frouxamente associadas a membrana. Por outro la
do, o incremento de atividade especifica observado para tripsina in
dica a inexisténcia de formas dessa enzima frouxamente associadas a
membrana. (Tabela 13). Resultados semelhantes foram observados en-
saiando essas enzimas em membranas lavadas com solucao isotdnica de
alta forca ionica (Tabela 10, terceira lavagem). Entretanto, & pro
vavel que pelo menos parte da amilase e da tripsina estejam ligadas
a membrana plasmatica das microvilosidades das células colunares,
porque a distribuicao da atividade especifica dessas enzimas entre
as fragoes de um gradiente descontinuo de glicerol, ao qual foi a -
plicado microvilosidades purificadas tratadas com Tris, é semelhan-

te a da fosfatase alcalina e da aminopeptidase (Tabela 13).

As proteinas associadas a membrana sao usualmente classi-

ficadas em duas amplas categorias: as proteinas periféricas e as
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proteinas integrantes (SINGER, 1974). As proteinas periféricas sao
liberadas das membranas porrtratamento com solugoes de alta forca
idnica e admite-se que estejam associadas s proteinas integrantes.
As proteinas integrantes estao supostamente embebidas na matriz de
lipideos de onde elas sao solubilizadas principalmente pela acao de
detergentes. Entretanto, cerca de 20 a 30% das proteinas integran-
tes s3o insolliveis em detergentes devido a interacdes intermolecula
res com o citoesqueleto (MERSCHER et al., 1981; LESSLAVER et al.,

1982).

Solugoes isotdnicas de alta forca idnica liberam somente
parte da amilase e nao afetam grandemente a tripsina (Tabela 10,ter
ceira lavagem). Triton X-100 solubiliza apenas parte da amilase e
da tripsina de membranas lavadas (Tabela 17). Esses resultados de-
monstram, que a amilase e a tripsina ndo s3o proteinas periféricas
nem integrantes tipicas. E possivel que a amilase e a tripsina as-
sociada a membrana sejam proteinas integrantes ligadas ao citoesque
leto ou, alternativamente, proteinas associadas 3 cadeia de carboi-
dratos de proteinas integrantes ligadas ao citoesqueleto. As membra
nas plasmaticas sao caracterizadas pela presenga de um glicocalix,
que corresponde aos residuos de carboidratos ligados 3s proteinas
integrantes e aos glicolipideos das membranas (HUGHES, 1975). Entre
tanto, a ligacao covalente da amilase e tripsina com os residuos de
carboidratos do glicocalix, apés sua secregao para o liimen ventricu
lar, & dificil de imaginar. Além disso, o fracasso nas tentativas
de solubilizar a amilase e a tripsina associadas a membranas com bo
rato de sdédio 0,8 M pH 6,0, manose 0,5 M, galactose 0,5 M e glicose
0,5 M em dgua argumenta contra a existéncia de uma ligacao do tipo
lectina entre as enzimas e o glicocalix. Dessa forma, & provavel
que a amilase e a tripsina associadas a membranas sejam realmente
proteinas integrantes tornadas insoliiveis em detergente devido a in

teragoes intermoleculares com o citoesqueleto.
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A amilase e a tripsina solliveis que se sedimentam com a
fracao P, devem corresponder a enzimas aprisionadas no espago entre
as microvilosidades, como discutido acima para as dissacaridases. A
amilase e a tripsina soliiveis encontradas nas demais fragoes parti-
culadas sao provavelmente envolvidas por membranas. Isto & particu
larmente evidente no caso da amilase, onde a atividade especifica
(na forma solivel) & muito alta nas fracoes P,, P; e P, obtidas das
células do ventriculo anterior, e na fragao P, obtida das células do
ventriculo posterior (Figuras 9 e 10). Os recipientes provaveis da
amilase solivel sao as pequenas vesiculas que sio vistas brotando ao
longo das microvilosidades das células colunares e fundindo entre
Si e com o topo das microvilosidades das células colunares do ven -
triculo anterior (Figuras 3.1 e 1l1A). Essas vesiculas sio recupera
das principalmente na fragao P; obtida a partir das células do ven-
triculo anterior e na fragao P, obtida das células do ventriculo pus

terior (Figuras 1lE e 12D).

A amilase solubilizada por pH 10 camporta~se em eletrofo-
rese, eletrofocalizagao, ultracentrifugacao em gradiente de densida
de e em elevadas temperaturas de forma muito semelhante & anilase so
lavel, embora elas apresentem um Km ligeiramente diferente para ami
do (Tabela 18). O antissoro obtido a partir da amilase solivel pu-
rificada por eletroforese em gel de poliacrilamida reage com a for-
ma solubilizada por pH 10, indicando uma identidade imunologica to-
tal entre as duas formas de amilase (Figura 17). Esses resultados,
juntamente com a demonstracao de que a proteinase associada a mem -
branas das células ventriculares da larva de Bombyx moai & imunolo-
gicamente idéntica 3 sua proteinase soliivel (EGUCHI & IWAMOTO, 1976;
EGUCHI et al., 1982), sustentam a hipotese de que as formas sold -
veis de amilase e tripsina em larvas de Lepidoptera sao provavelmen
te derivadas das formas associadas a membranas, por alguma espécie

de processamento como, por exemplo, uma protedlise limitada. Se é
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verdade que as formas soliiveis da amilase e tripsina sao derivadas

das correspondentes formas associadas a membranas, e que as formas
solGveis estao localizadas dentro das pequenas vesiculas referidas

acima, & possivel que as formas associadas a membranas estejam liga
das as membranas das vesiculas e que elas tornam-se ligadas 3 mem -
brana do topo das microvilosidades das células colunares anteriores
por fusao de membranas. Apoia essa hipdtese a evidéncia de que a a
milase e a tripsina ligadas a membranas estao provavelment.o associa
das ao citoesqueleto, uma vez que & esperado que vesiculas envolvi-
das em processos continuos de fusido de membranas apresentem um cito
esqueleto bastante desenvolvido (JACOBSON, 1983). Além disso, a ra
zao entre as atividades especificas de aminopeptidase e amilase (ou
tripsina) na membrana das microvilosidades (purificadas por precipi
tagao diferencial) das células ventriculares anteriores e nas mem -
branas das vesiculas destacantes (Figura 3.3) & bastante diferente

(Tabela 16). 1Isto sugere que o topo das microvilosidades das célu~-
las ventriculares anteriores de onde as vesiculas destacam-se sao,

como esperado, uma regiao diferenciada.

As taxas de excrecao das enzimas digestivas calculadas a
partir de homogeneizados do intestino posterior (Tabela 8) sao pro
vavelmente de confianca, porque esses homogeneizados correspondem na
realidade aos conteiidos do Ileo (regi3o anterior do intestino poste
rior), que nao foram ainda desidratados significativamente. Além dis-
SO, experimentos controles mostraram que pelo menos amilase e trip-
sina sao estdveis em condicdes semelhantes aquelas vigentes no ven-
triculo e Ileo e foi possivel demonstrar também que o ventriculo, o
intestino posterior e os tubos de Malpighi nao contém inibidores,
nem ativadores, para amilase e tripsina. E possivel entretanto que
as taxas de excregao determinadas estejam um pouco subestimadas, de
vido a desnaturacao parcial das enzimas causada pela desidratacao

progressiva do contelido do Ileo. As taxas calculadas a partir das
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fezes sao provavelmente falsas, devido a intensa desidratacao pela
qual passa a bolota fecal antes de sua excrecao. A alta taxa de ex
cregao observada para trealase (Tabela 8) & provavelmente um artefa
to, resultante do fato de se considerar tanto a trealase celular

quanto a trealase luminal como se fossem a trealase luminal. E in-
teressante notar que a trealase é encontrada em gquase todos os teci

dos dos insetos (FRIEDMAN, 1975).

A taxa de excrecao de amilase e tripsina (mesmo conside -
rando que elas podem estar um pouco subestimadas) sao muito baixas
em relagao as altas atividades observadas para essas enzimas dentro
da membrana peritréfica. Isso sugere a existéncia de um mecanismo
pelo qual a amilase e a tripsina sejam recuperadas do alimento & me
dida que ele progride no ventriculo e antes que os seus restos se -
jam excretados. Outra evidéncia no mesmo sentido & a descoberta de
que a amilase e a tripsina ocorrem principalmente na regiao anteri-
or do contelido da membrana peritréfica. Um modelo para o referido
mecanismo foi proposto, baseando-se nos fluxos de fluidos observa -
dos no ventriculo de E. e¢fl¢ (item 4.1), e sera desenvolvido no item

seguinte.

4.4. Digestao e secrecao de enzimas digestivas na larvas de E. ello

A analise da ultraestrutura das células ventriculares, os
dados sobre a distribuicdo das enzimas entre diferentes regices do
tubo digestivo, assim camo os resultados obtidos para a taxa de ex-
cregao de enzimas digestivas, forneceram uma base para a elaboracao
de um modelo abrangente para a organizacao espacial do processo di-
gestivo nas larvas de E. eflo. O modelo proposto & semelhante ao
desenvolvido para R. americana discutido anteriormente (ver item 1.3).
De acordo com esse modelo (Figura 31) um fluido seria secretado pa-

ra o limen da regiao posterior do ventriculo de E. ello, provavel -



poucas aberturas para o espago extracelular subjacente. A absorgao
por essas células & provavelmente auxiliada pelas células calicifor
mes de gargalo comprido. As enzimas (setas continuas) entram no es
paco endoperitrofico anterior de onde sao recuperédas paulatinamen-=
te 3 medida que os polimeros que elas hidrolisam tornam-se suficien
temente pequenos para acompanha-las através da membrana peritrofica.
As enzimas e nutrientes sao a seguir, deslocados para O ventriculo
anterior, onde a digestao final e absorcao do alimento ocorrem na
superficie das células colunares. BL, lamina basal; BMI, invagina -
goes da membrana basal; BS, vesiculas brotantes, GC, complexo de Gol
gi; GCC, cavidade da célula caliciforme; JC, complexo juncional; Mi,
mitocondria; MMy, microvilosidades modificadas; Mt, microtibulos;
My, microvilosidades; N, niicleo celular; PV, vesiculas destacantes;
RER, reticulo endoplasmatico rugosoj SER, reticulo endoplasmatico

liso; SV, vesicula de secrecgao.
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Espaco ectoperitréfico Espaco endoperitrofico
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Figura 31 - Diagrama representando os fluxos de agua e a circulagao
endo-ectoperitrofica das enzimas digestivas no ventriculo da larva
de E. eflo. Um fluido (setas tracejadas) é secretado para o lamen
do ventriculo posterior, provavelmente acompanhando o potdssio se -
cretado pelas células caliciformes pedunculadas, as quais devem ser
auxiliadas nesse processo pelas células colunares caracterizadas por
invaginagoes altamente desenvolvidas e com muitas aberturas para o
espaco extracelular subjacente. O fluido move-se para a regiao an-
terior. Nesta regiao, o fluido é absorvido pelas células colunares

que apresentam invaginacoes basais moderadamente desenvolvidas, com
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mente acompanhando a excrecao de potassio pelas células calicifor -
mes pedunculadas, que poderiam ser assistidas nesse processo pelas
células colunares caracterizadas por uma membrana plasmatica basal
altamente invaginada, com numerosas aberturas para o espago extrace
lular subjacente. O fluido mover-se-ia, a seguir, para a regiao an
terior do ventriculo. Nesse local o fluido seria absorvido pelas
células colunares com membranas plasmiaticas basais moderadamente in
vaginadas, que apresentam poucas aberturas para o espago extracelu-
lar subjacente. A absorcao por essas células & provavelmente assis
tida pelas células caliciformes com gargalo comprido. A digestao i
niciar-se-ia dentro da membrana peritrdfica pela acao das despolime
rases amilase e tripsina. Como as larvas de E. effo nao digerem a
parede celular das células das folhas que elas comem (nao possuem
celulase), a penetracao de suas enzimas digestivas nas células vege
tais deve ocorrer através dos plasmodesmos ou por injlirias mecani -
cas das paredes celulares. Logo que os oligdmeros produzidos pela
agao da tripsina sobre as proteinas e da amilase sobre amido tornas
sem-se pequenos o suficiente para atravessar a membrana peritrofi -
ca, eles difundir-se-iam para o espago ectoperitréfico e dali para
a superficie das células ventriculares. No espago ectoperitrdfico,
as cadeias glicosidicas covalentemente ligadas a peptideos seriam a
tacadas pela B-N-acetilglicosaminidase e os peptideos por uma carbo
xipeptidase solivel. A maior parte da digestao final, entretanto,

ocorreria sob a agao de enzimas imobilizadas na superficie das célu
las colunares. As dissacaridases (celobiase, B-frutosidase, malta-
se, a-galactosidase e trealase) sao enzimas soliveis associadas ao
glicocalix, enquanto que a aminopeptidase e uma carboxipeptidase sao
enzimas integrantes da membrana plasmatica das microvilosidades ce-
lulares. As despolimerases e o0s nutrientes remanescentes seriam a
seguir levados pelo contrafluxo de fluido para a regiao anterior do
ventriculo onde as despolimerases, ao penetrar novamente no espago

endoperitrofico, completariam um ciclo da circulagao endo-ectoperi-
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trofica das enzimas digestivas (Figura 31).

Uma comparagao entre os dados sobre digestdo em E. ello e
R. amenicana & interessante. O intestino médio das larvas de R. a-
mericana & composto de um ventriculo cilindrico com dois grandes ce
cos conectados na regiao anterior (ver item 1.3, Figura 1l). Uma vez
que a membrana peritrofica (tipo II, RICHARDS & RICHARDS, 1977) nao
entra nos cecos, os espagos luminais exteriores a membrana peritrd-
fica (espacos ectoperitrdoficos) sao muito grandes em R. amendicana.
O contradrio & observado nas larvas de E. effo, que n3o apresentam ce
cos gastricos e apresentam membranas peritrdoficas do tipo I, que pre-
sumivelmente resultaram da delaminacao periddica das células do ven
triculo (RICHARDS & RICHARDS, 1977). Provavelmente uma consequén -
cia evolutiva dessas diferencas & a grande importancia da digestao
ectoperitrofica em R, amendicana (cf. TERRA et al., 1979; FERREIRA &
TERRA, 1982a; TERRA & FERREIRA, 1983), em contraste com a sua peque
na importancia em E. e¢ffLo. Em lugar de uma digestao ectoperitrofi-
ca verdadeira, as larvas de E. e¢ffo apresentam uma digestao no gli-
cocalix. E importante, contudo, acentuar que em ambos os insetos,
a digestao final parece ocorrer sob a agao de enzimas imobilizadas
na superficie das células ventriculares. Nas larvas de R. amexrica-
na, as enzimas responsaveis pela digestao final sao proteinas inte-
grantes de membrana (FERREIRA & TERRA, 1980, 1982b, 1983) enquanto
que nas larvas de E. eflfo elas sdao solliveis associadas ao glicoca -
lix ou integrantes de membranas das microvilosidades das células co
lunares. Nesse sentido & interessante mencionar que Fulfgora cande-
Laria (Homoptera: Fulgoridae) apresenta, nas células de seu ventri-
culo, um glicocalix onde, por testes citoguimicos, foi demonstrada
a presenca de aminopeptidase, fosfatase alcalina e a-glicosidase

(MARSHALL & CHEUNG, 1970).

Resta ainda discutir um importante aspecto do processo di
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gestivo de E. eflo: o mecanismo de secrecdao de suas enzimas diges-
tivas. Embora nao existam evidéncias diretas para isso, é possivel
que somente as cé€lulas colunares estejam envolvidas na secrecao de
enzimas, uma vez que somente elas apresentam o que podem ser consi-
derados processos secretores (para uma revisio dos processos secre-
tores em insetos ver BIGNELL et al., 1982). Principalmente na regi
ao posterior do ventriculo, & possivel acompanhar vesiculas seme -
lhantes a vesiculas de secrecdo desde o complexo de Golgi até o api
ce das células colunares (Figuras 6.11 e 6.12). Além disso, um pro
cesso de secrecao microapdcrina & observado nas microvilosidades das
células colunares e, aparentemente, ocorre ao longo de todo o ven -
triculo de E. efLo (embora mais acentuade na regiao posterior). Em
bora alguns autores argumentem que a maioria dos processos de secre
gao apdcrina sejam produtos da degeneracido de cdlulas e artefatos de
fixacao (ver discussao em BIGNELL et al., 1982), a presenca de duas
membranas nas vesiculas brotantes ao longo das microvilosidades (Fi
gura 5.9) concorda com o modelo usualmente aceito para secregao apd
crina (ver FRANKE et al., 1976 para referéncias). Por outro lado,
as vesiculas que parecem estar se destacando do topo das microvilo-
sidades das células colunares da regiao anterior e mé&dia do ventri-
culo de E. elflfo (Figura 3.1) nao sao semelhantes aos processos de se

crecao apdcrina tipicos.

Deixando de lado momentaneamente o significado da secre -
gao apdecrina, o fato das vesiculas semelhantes a vesiculas de secre
Gao serem encontradas principalmente nas células colunares posterio
res sugere que essas sejam as principais responsaveis pela secregao
das enzimas soliveis. A descoberta de que todas as enzimas digesti
vas, exceto amilase, sao encontradas em maior quantidade nas célu -
las da regiao posterior (Tabela 9) favorece a referida hipdtese. 0
fato de fluidos serem secretados pela regiao posterior do ventricu-

lo e serem absorvidos na regiao anterior favorece também a hipotese
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de que a regiao posterior seja secretora de enzimas. Caso a secre-
¢ao via vesiculas secretoras ocorresse nas células colunares anteri
ores, a sua difusao para toda a superficie ventricular seria difi -

cultada pela dinamica de fluidos existentes no ventriculo.

As vesiculas destacantes encontradas nas células coluna -
res anteriores e médias sao provavelmente uma adapatagao para conci
liar a secrecao de amilase (e pequena quantidade de tripsina) com a
absorgao de agua. E possivel que essas vesiculas também participem
na sintese da membrana peritrdfica. A formagao de membrana peritrd
fica do tipo I (RICHARDS & RICHARDS, 1977), que & o tipo que ocorre
em £. ello, envolve a sintese de um material quitinoso semelhante a
uma rede, a qual substancias amorfas sao adicionadas, podendo inclu
ir material originado do glicocalix (BAINES, 1978; ADANG & SPENCE,
1981). A inclusao de material originado da membrana plasmatica &
membrana peritrdofica foi demonstrado pela descoberta de fosfolipidg
os nas membranas peritroficas induzidas por injecao de ar no intes-
tino posterior (GANDER, 1968). Nesse aspecto, € interessante notar
gue alguns insetos que nao possuem membrana peritrofica apresentam
elaboradas estruturas na superficie das células do ventriculo; es-
truturas essas compostas de membranas com ou sem glicocalix associa
do (MARSHALL & CHEUNG, 1970; ANDRIES & TORPIER, 1982). As membra -
nas das vesiculas destacantes do ventriculo de E. effo sao ricas em
amilase e tripsina (Tabela 16). A auséncia de enzimas dentro das
vesiculas destacantes & provavelmente uma consequéncia da liberagao
do seu conteldo logo apds o seu desprendimento do topo das microvi-
losidades. Essa liberagao deve ser uma consequéncia da fusao das
pequenas vesiculas entre si e com o topo das microvilosidades dmsqé
lulas colunares anteriores e/ou por solubilizacao parcial da membra
na devido ao alto pH do lamen ventricular. Nesse sentido, & impor-
tante mencionar que grande parte da aminopeptidase e da carboxipep-

tidase de membrana & solubilizada por tratamento das membranas com
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tampao glicina/NaOH 20 mM pH 10 (Tabela 17).

Os resultados discutidos acima foram incorporados em um

modelo da atividade secretora do ventriculo de E. e¢fflo (Figura 32).



teralmente das microvilosidades (BV), embora a maioria funda-se en-
tre si e com a membrana do topo das microvilosidades. Associado can
as fusoes, parte da amilase & liberada no limen ventricular e parte
é retida no glicocalix. As vesiculas destacantes (PV) destacam - se
do topo dilatado das microvilosidades por continua incorporacao das
pequenas vesiculas. As vesiculas destacantes liberam a amilase pe-
lo continuo processo de fusao de membranas e por solubilizacao par-
cial no limen do ventriculo, que & altamente alcalino. A membrana
remanescente das vesiculas, com algumas .moléculas de amilase ainda
associadas, sao finalmente incorporadas na camada externa da membra
na peritrofica em formagao. A tripsina segue uma rota de secrecao
semelhante a da amilase, embora a maior parte da atividade de trip-
sina seja liberada em solugao somente no limen da regiao posterior
do ventriculo, que & altamente alcalina. As dissacaridases sao se-
cretadas por exocitose (principalmente no ventriculo posterior) e
ficam presas no glicocalix no espaco entre as microvilosidades das

células colunares.
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5. RESUMO

O ventriculo de E. ¢flo apresenta células colunares e cé-
lulas caliciformes. As células caliciformes apresentam uma cavida-
de formada pela invaginacao da membrana plasmatica apical. Essa mem
brana plasmatica invaginada apresenta microvilosidades modificadas
as quais algumas vezes (regiao posterior) ou sempre (regiao anteri-
or) contém mitocdndrias. O lado citoplasmitico dessas microvilosi-
dades com mitocondrias apresenta particulas que se supoe corresponder
a uma K*-ATpase responsavel pela extrus3o de potdssio. A membrana a
pical das células colunares apresenta microvilosidades com vesicu -~
las brotantes em sua parte mediana (regiao anterior e posterior) e
vesiculas destacantes no dpice (regido anterior). A membrana plas-
m&tica basal apresenta invaginacdes com mitocdndrias associadas e
poucas aberturas (regidao anterior) ou muitas aberturas (regiao pos-
terior) para o espacgo extracelular subjacente. A ultraestrutura das
células do ventriculo anterior & coerente com uma funcao de absor -
¢ao de fluidos, enquanto que aquela do ventriculo posterior & coe -
rente com uma fungao de secregao de fluidos. Os resultados obtidos
pela injecao de amarante no tubo digestivo e na hemolinfa de E. elfo

concordam com as observacoes ultraestruturais.

Algumas propriedades fisicas e cinéticas das enzimas di -
gestivas de E. eflo foram determinadas. A amilase e a tripsina sao
encontradas na forma sollvel e ligada a membranas. A amilase sola-
vel (My 48.000; pHo 9,8; Km para amido 0,12%; pI 6,0) e a tripsina so
ldvel (Mr 55.000; pHo 9,5; Km para BAPA 0,17 mM; pI 4,6) parecen ser
derivadas das formas ligadas a membranas. A aminopeptidase (pHg 8,0
e Km para LPNA 0,36 mM) ocorre somente ligada a membranas, enquanto
que a carboxipeptidase € encontrada na forma soliivel (um heximero
com trés subunidades diferentes de My 17.000; pHo 9,0; Km para

ZGlyPhe 0,18 mM) e ligada a membranas (My 136.000 e pHo 9,0). As en
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zimas B-N-acetilglicosaminidase (My 142.000; pHo 4,5; Km para pNPNAG
0,027 mM), B-frutosidase (My 80.000; pHy 6,0; Km para rafinose e sa
carose 30 mM), o-galactosidase (dimero com duas subunidades iguais
de Mr 39.000; pHo 6,0; Km para pNPaGal 7,4 mM), maltase (tetramero

de subunidades iguais de My 34.000; pHo 5,8; Km para maltose 1,4 mM;
para pNPaGli 0,63 mM; Ki para Tris 0,34 mM) e trealase (Mr 103.000;
PHo 5,7; Km 0,69 mM) sao majoritariamente solliveis. Um estudo mais
detalhado foi realizado com a celobiase. Essa enzima & soldvel pos
sui pH 6timo 6,5, My 130.000 e pI 6,8. A celobiase hidrolisa B-gli
cosideos, B-galactosideos, B-fucosideos e B-xilosideos em um mesmo
sitio ativo, operando segundo uma cinética de equilibrio rapido. A
hidrdlise da ligagao glicosidica ocorre sem inversdo de configura -
cao através de um mecanismo semelhante ao da catilise acida, envol-

vendo a formacao de um Ion carbonium intermedidrio.

Afim de estudar a organizacao do processo digestivo nas
larvas de E. eflo as enzimas comentadas acima foram ensaiadas nas di
ferentes regioces do ventriculo. As enzimas que fazem o ataque ini-
cial ao alimento (amilase e tripsina) penetram no espaco endoperi -
trofico, enquanto que permanecem foram da membrana peritrofica as
enzimas envolvidas em digest3do intermedidria e final (B-N-acetilgli
cosaminidase, aminopeptidase, carboxipeptidase, celobiase, B-fruto-
sidase, a-galactosidase, maltase e trealase). Dessas enzimas, ape-
nas a B-N-acetilglicosaminidase e uma carboxipeptidase solivel sao

encontradas no fluido ectoperitrofico.

Para determinar a localizacao subcelular das enzimas fo -
ram realizados fracionamentos celulares do ventriculo anterior e pos
terior. Os resultados envolvendo centrifugacao diferencial de hamo
geneizados de células ventriculares preparadas em condicgoes isotani
cas, preparagao de microvilosidades celulares por sonicagao e por

precipitacgao diferencial por cadlcio mostraram que a aminopeptidase
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é ligada a membrana plasmatica das microvilosidades das células co-
lunares, enquanto que a celobiase, B-frutosidase, a-galactosidase,

maltase e trealase sao enzimas solliveis que parecem ser secretadas

por exocitose para o limen, principalmente da regido posterior do
ventriculo, ficando aprisionadas nas microvilosidades das células
colunares. As formas de amilase e tripsina associadas a membrana
parecem ser proteinas integrantes, apresentando interacgoes intermo-
leculares com o citoesqueleto, enquanto que as formas intracelula -
res soliveis parecem estar dentro das vesiculas que brotam ao longo
das microvilosidades e que fundem entre si e com o topo das microvi
losidades das células colunares do ventriculo anterior, formando as
vesiculas destacantes. Os mecanismos de secrecao comentados acima
foram incorporados em um modelo geral que descreve a secrecao de en

zimas digestivas pelas cé€lulas colunares do ventriculo de E. effo.

A baixa excrecao das enzimas presentes no espaco endoperi
trofico (amilase e tripsina), a maior atividade dessas enzimas na
regiao anterior do conteiido da membrana peritrofica, juntamente com
os dados de ultraestrutura, possibilitaram a proposicao de um meca-
nismo para a reciclagem de enzimas, mecanismo este que seria respon
savel pela recuperacao das enzimas do alimento nao digerido, antes

dele ser excretado.
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6. ABSTRACT

Endinnyis efLlo midgut is composed of goblet and columnar
cells. Goblet cells have a cavity, which is formed by invagination
of the apical membrane. The infolded apical membrane shows modified
microvilli, which sometimes (posterior midgut) or always (anterior
and middle midgut) contain mitochondria. The cytoplasmic side of
the membrane of the microvilli that contain mitochondria are studded
with small particles, which are supposed to be a Kt-ATPase
responsible for K* extrusion. Columnar cells display microvilli
with vesicles pinching off from their tips (anterior and middle
midgut) or with a large number of double membrane spheres budding
along their length (posterior midgut). Basal infoldings (with
associated mitochondria) in columnar cells occur in a parallel a’%gay
with many openings to the underlying space (posterior midgut) or
are less organized with few openings (anterior and middle midgut).
The results suggest that the anterior and middle region of the
midgut absorb water, whereas the posterior region secretes it.
Supports this belief the observations carried out after introduction
- of amaranth into the oesophagus of E. eflo larvae and injection of

amaranth into E. effo haemocoele.

Some physical and kinetical properties of E. elfo digestive
enzymes were determined. Amylase and trypsin are found in a soluble
and in a membrane-bound form. Soluble amylase (My 48000; pHo 9.8;
Ky for starch 0.12%, pI 6.0) and soluble trypsin (My 55000; pHo 9.5;
Km for BAPA 0.17 mM; pI 4.6) are supposed to be derived fran membrane
bound forms. Aminopeptidase (pHp 8,0; Km for LPNA 0,36 mM) occurs
only membrane-bound, whereas carboxypeptidase is found in a soluble
(a hexamer composed of three different My 17000 - subunits; pHo 9.0;
Km for 2GlyPhe 0.18 mM) and in a membrane-bound (My 136000; pHo 9.0)
form. RB-N-Acetylglucosaminidase (My 142000; pHo 4.5; Ky for pNPNAG

0.027 mM), B-fructosidase (My 80000; pH 6.0; ky for raffinose and
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sucrose 30 mM), o-galactosidase (a dimer composed of two identical
Mr 39000 - subunits; pH 6.0; Ky for pNPaGal 7.4 mM), maltase (a
tetramer of identical My 34000 - subunits; pHo 5.8; Ky for maltose
1.4 mM, for pNPaGlu 0.63 mM; Ki por Tris 0.34 mM) and trehalase (My
103000; pHo 5.7; Km 0.69 mM) are mainly soluble. A more camprehensive
study was accomplished with cellobiase. This enzyme is soluble and
has pHo 6.5, My 130000 and pI 6.8. The cellobiase hvdrolyses B-D-
glucosides, B-D-galactosides, B-D-fucosides and B-D-xylosides at
the same active site. It exhibits rapid-equilibrium kinetics. The
hydrolysis of the B-D-glucosidic bond catalyzed by the p-D-glucosidase
occurs without inversion of configuration, through a mechanism

similar to acid catalysis which involves the intermediary formation

of a carbonium ion.

In an attempt to study the spatial organization of the
digestive process in E. effo larvae, several enzymes were assayed
at different sites in E. effo midguts. The enzymes responsible for
the initial attack to the food (amylase and trypsin) penetrate into
the endoperitrophic space, whereas the others (8-N-acetylglucosaminidase,
aminopeptidase, carboxypeptidase, B-fructosidase, a-galactosidase,

maltase and trehalase) are absent from there.

The subcellular distribution of enzymes in cells from the
anterior and posterior midgut were studied by the differential
centrifugation of tissue homogenates and by the purification of cell
microvilli using sound disruption or calcium differential preciétation
tec‘iniques. The results showed that the aminopeptidase is bound to
the plasma membrane covering the columnar cells microvilli, whereas
cellobiase, B-fructosidase, a-galactosidase, maltase and trehalase
are soluble enzymes, which seem to be secreted by exocytosis and
then becoming trapped into the glycocalyx, mainly of the posterior

midgut. The membrane-associated forms of amylase and trypsin seem
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to be true integral proteins displaying intermolecular interactions
with cytoskeletal elements. The soluble intracellular forms of
those enzymes are supposed to be contained inside small vesicles,
which are seeﬁ budding along columnar cells microvilli and fusing
one with each other and with the tips of the microvilli from the
anterior midgut cells. Secretory mechanisms are discussed in the
light of the evidence that the posterior midgut secretes, whereas

the anterior midgut absorbs water.

The low excretion rates of amylase and trypsin, the major
activities that those enzymes display in the anterior midgut ocontents
and the above mentioned ultrastructural data led to the proposal of
a mechanism by which the enzymes are recovered from the undigested

food before they are excreted.
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