
LUCIANA BARBOZA SILVA 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

PURIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO PARCIAIS DE SERINO E CISTEÍNO 

PROTEASES DE Sitophilus zeamais (COLEOPTERA: CURCULIONIDAE) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tese apresentada à 
Universidade Federal de Viçosa, 
como parte das exigências do 
Programa de Pós-Graduação em 
Entomologia, para obtenção do 
título de Doctor Scientiae. 

 

 
                                                                    
 
 
 
 
 
 

VIÇOSA 
MINAS GERAIS – BRASIL 

2009 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 i 



 ii 

 

 

 

 

A todos aqueles que buscam respostas 

 

 

 

Ofereço 

 

 

 

Ao meu esposo Odilon, com amor 

 

 

 

Dedico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Nas horas difíceis, procuremos sorrir e saibamos caminhar. Na frente, a Divina 
Bondade nos espera e não faltará combustível do socorro Divino à lâmpada de nossas 
necessidades, a fim de que haja bastante luz em nosso roteiro. Quanto mais intenso se 

nos fizer o trabalho com Jesus, mais ampla assistência de Jesus receberemos” 
Chico Xavier  

 

 

 



 iii 

AGRADECIMENTOS 

 

Sou Grata: 

À Universidade Federal de Viçosa e ao Departamento de Biologia Animal, pela 

oportunidade de realização do curso; 

À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES), pela 

concessão da bolsa de estudos; 

Aos professores do Programa de Pós-graduação em Entomologia, cuja orientação nas 

disciplinas me possibilitou a abertura de novos conhecimentos e horizontes científicos; 

Ao Professor Raul Narciso Carvalho Guedes, pela confiança depositada e constante 

orientação. Te admiro pela forma como conduz sua vida, sua pesquisa, dá confiança, 

tem autenticidade e respeito por aqueles que caminham ao seu lado. Sinto apenas que a 

distância não me tenha permitido usufruir mais de seus conhecimentos e de seu 

convívio. Muito Obrigada. 

À conselheira Maria Goreti Almeida de Oliveira, que acompanhou todas as etapas do 

trabalho e pelo aconselhamento durante o doutorado; 

Aos amigos do laboratório de Ecotoxicologia, Alberto, Célia, Érik, Fábio, Geraldo, 

Júlia, Juliana, Kênia, Nelsa (pelas longas conversas, muito prazerosas. Foi um convívio 

curto porém especial), Ronnie, Rúbia, pela convivência fraterna, e aos amigos do 

laboratório de Enzimologia, Fabrícia, Lílian, Liliane, Angélica, Eduardo, Anderson, 

foram momentos, vividos juntos, que jamais serão esquecidos.  

Aos amigos de almoço, descontração, QUE TURMA, QUE MOMENTOS, só quem 

conviveu pode imaginar como é grande minha saudade... Ana Maria, pessoa incrível, 

tenha certeza você sempre estará no meu coração, Carol, minha irmã, que me acolheu 

em Viçosa proporcionando-me muitos aprendizados, Nilbe e Eulene (KIKA), 

companheiras, Camila, sem noção (hhehhe), Hermes, eita homem centrado, Eber, sem 

comentários - que pessoa, Clarice, uma guerreira, Fernanda e Cleiton, só ternura, 

Raimundo, esse é um chato (brincadeira), Marialva, pessoa mais meiga, Ana Paula, 

Giovanni e Daniel, família linda, enfim não dá para falar de todos, Letícia, Tereza, 

Cândida, Maristela, Luciane, Luis, Roseli, Marzin, todos vocês estaram sempre em meu 

coração. 

A todos os meus amigos que trabalham na Entomologia, pela convivência e brincadeiras 

do dia-a-dia, Luciane, Silma, Darcy, Mario ...... 



 iv 

A todos os meus irmãos e irmãs e demais familiares que acreditaram e acreditam em 

mim; 

A minha filha, Larissa, pelo amor, carinho e por entender os momentos que estive 

ausente. Filha eu a amo e admiro; 

Aos meus pais, por me oportunizar chegar até aqui. Deus saberá recompensá-los da 

maneira certa. 

Ao meu esposo amado, Odilon, que sempre me incentivou, meu deu força em cada 

etapa conquistada. Suportou a distância, e como foi difícil. Amo você!!!! 

E até aos gêmeos, Mateus e Tiago, que apareceram no meio do caminho, hehehehe!!!! 

Aos que de alguma forma contribuíram para a realização deste trabalho; 

Por fim agradeço essa oportunidade, durante essa caminhada convivi com pessoas 

incríveis, muito aprendi. Agora é bola pra frente!!! 

Muito Obrigada!! 
 



 v 

BIOGRAFIA 

 

Luciana Barboza Silva, filha de José Braga da Silva e Arcendina Barboza Chaves, 

nasceu em 23 de agosto de 1977, na cidade de Dourados, Estado de Mato Grosso do 

Sul. 

Em 1999 iniciou o curso de Licenciatura em Biologia pela Universidade Federal 

do Mato Grosso do Sul, graduando-se em 2002. 

 Em Março de 2003, ingressou-se no Programa de Pós-Graduação, em nível de 

mestrado, em Biologia e Conservação da Biodiversidade – Entomologia, Departamento 

Ciências Biológicas da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), em 

Dourados-MS, defendendo tese em 25 de fevereiro de 2005, obtendo o título de 

Magister Scientiae. 

 Em 04 de agosto de 2005 ingressou-se no Programa de Pós-Graduação, em 

Entomologia, Departamento de Biologia Animal da Universidade Federal de Viçosa 

(UFV), Viçosa-MG, defendendo tese em 24 de julho de 2009. 



 vi 

ÍNDICE 
 
 

  
RESUMO .......................................................................................................................viii 
ABSTRACT ................................................................................................................. x 
Introdução Geral ........................................................................................................... 1 

Referências Bibliográficas......................................................................................... 4 
Purificação parcial e caracterização de serino protease tripsina-like de populações do 
gorgulho do milho (Sitophilus zeamais) resistentes e susceptível a piretróides ............... 7 

Resumo ..................................................................................................................... 8 
Abstract .................................................................................................................... 9 
2. Material e métodos .............................................................................................. 12 

2.1. Insetos e materiais ........................................................................................ 12 
2.2. Preparo do extrato bruto dos insetos e purificação parcial ............................. 13 
2.3. Concentração de proteínas ............................................................................ 13 
2.4. SDS-PAGE................................................................................................... 13 
2.5. Determinação da atividade enzimática .......................................................... 14 
2.6. Eletroforese de peptídeos obtidos da degradação de caseína .......................... 14 
2.7. Efeito da concentração de ions cálcio............................................................ 15 
2.8. Efeito de inibidores de proteases ................................................................... 15 
2.9. Parâmetros cinéticos ..................................................................................... 15 
2.10. Análise estatística ....................................................................................... 16 

3.  Resultados .......................................................................................................... 16 
3.1. Atividade proteolítica ................................................................................... 19 
3.2. Propriedades de tripsina-like ......................................................................... 20 
3.3. Parâmetros cinéticos ..................................................................................... 24 
3.4. Efeito dos inibidores ..................................................................................... 27 

4. Discussão ............................................................................................................ 29 
5. Referências ......................................................................................................... 32 

Maior atividade de cisteíno proteases de populações resistentes do gorgulho do milho: 
purificação e caracterização ........................................................................................ 37 

Resumo ................................................................................................................... 38 
Abstract .................................................................................................................. 39 
1. Introdução ........................................................................................................... 40 
2. Material e Métodos.............................................................................................. 42 

2.1. Insetos e Materiais ........................................................................................ 42 
2.2. Preparo do extrato bruto, extração e purificação............................................ 43 
2.3. Concentração de proteína .............................................................................. 43 
2.4. SDS-PAGE................................................................................................... 44 
2.5. Determinação da atividade enzimática .......................................................... 44 
2.6. Eletroforese de peptídeos obtidos da degradação de caseína .......................... 45 
2.7. Efeito de CaCl2 e NaCl2 ................................................................................ 45 
2.8. Efeito de inibidores de protease .................................................................... 45 
2.9. Parâmetros cinéticos ..................................................................................... 46 
2.10. Análises estatísticas .................................................................................... 46 

3. Resultados ........................................................................................................... 46 
3.1. Purificação de cisteíno proteases ................................................................... 46 
3.2. Atividade proteolítica ................................................................................... 49 
3.3. Propriedades bioquímicas ............................................................................. 51 



 vii 

3.4. Parâmetros cinéticos ..................................................................................... 54 
3.5. Efeito de inibidores....................................................................................... 55 
4. Discussão ........................................................................................................ 57 
5. Referências ...................................................................................................... 60 

Considerações Finais................................................................................................... 67 
 



 viii 

RESUMO 
 
SILVA, Luciana Barboza, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 2009. 
Purificação e caracterização parciais de serino e cisteíno proteases de Sitophilus 
zeamais (Coleoptera: Curculionidae). Orientador: Raul Narciso Carvalho Guedes. 
Coorientadores: Maria Goreti de Almeida Oliveira e Eliseu José Guedes Pereira.  
 
Serino e cisteíno proteases foram purificadas de uma população susceptível e duas 

resistentes a inseticidas (uma com custo associado a resistência e outra sem custo) de 

Sitophilus zeamais. Utilizou-se coluna de afinidade aprotinina-agarose para purificar 

serino protease das três populações. O maior fator de purificação obtido foi para a 

população resistente sem custo (51,20x), com um rendimento de 14,8% e atividade 

específica de 875µM∕min∕mg proteína. Na SDS-PAGE uma banda de 56 kDa ficou 

visível nas três populações e na população resistente sem custo uma outra banda de 70 

kDa também foi observada. A enzima parcialmente purificada das três populações foi 

inibida por PMSF, TLCK, aprotinina, benzamidina e SBTI, indicando a presença de 

serina e histidina no centro ativo da enzima o que a caracteriza como tripsina-like. A 

enzima purificada das populações resistentes tem maior afinidade pelo substrato (menor 

valor de KM app) e a eficiência catalítica para a população resistente sem custo foi 

aproximadamente duas vezes maior em relação a população susceptível. Para purificar 

cisteíno protease das três populações a coluna de afinidade thiol-sepharose foi utilizada. 

Um material homogêneo foi obtido com a purificação de cisteíno, conforme indicado na 

SDS-PAGE. Uma única banda, de 74 kDa foi visível na população susceptível, 

enquanto duas bandas de 72 e 83, e 68 e 74 kDa apareceram na população resistente 

com e sem custo, respectivamente. A identificação de cisteíno protease foi confirmada 

pelos ensaios com inibidores, realizados com as frações que apresentaram atividade 

proteolítica, eluídas da coluna thiol-sepharose. As cisteíno proteases, parcialmente 

purificadas das três populações apresentaram um comportamento diferente quanto a 

degradação de caseína e inibidores utilizados. A enzima parcialmente purificada da 

população resistente com custo foi menos sensível ao inibidor E-64, apresentando maior 

valor de I50 comparado as outras populações analisadas. A afinidade (i.e. KM app) da 

enzima pelo substrato foi similar entre as populações, porém a Vmax app foi variável, 

sendo que a população resistente com custo apresentou valor 5x superior, enquanto a 

população resistente sem custo foi 3x maior do que a Vmax app da população susceptível. 

Os resultados desta investigação confirmam que as populações resistentes a piretróides, 

são mais eficientes quanto a atividade de tripsina-like proteases, as quais tem um papel 



 ix 

importante na mitigação do custo fisiológico associado com a manutenção dos 

mecanismos de resistência a inseticidas em algumas populações de S. zeamais. O papel 

de cisteíno proteases na mitigação do custo associado a resistência parece ser secundário 

em relação a serino protease. 
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ABSTRACT 
 
SILVA, Luciana Barboza, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2009. Partial 
purification and characterization of serine and cysteine proteases of Sitophilus 
zeamais (Coleoptera: Curculionidae). Advisor: Raul Narciso Carvalho Guedes. Co-
Advisors: Maria Goreti de Almeida Oliveira and Eliseu José Guedes Pereira  
 
Serine and cysteine proteases of a susceptible and two resistant strain (one with a cost 

associated with resistance and other without cost) of the maize weevil Sitophilus 

zeamais were partially purified using an affinity column of aprotinin-agarose . The 

highest purification factor was obtained for the resistant no-cost strain, 51.20x, with a 

yield of 14.8% and specific activity of 875μM∕min∕mg protein. In the SDS-PAGE a band 

of 56kDa was visible in the three strains, and the resistant no-cost strain also exhibited 

another band of 70kDa. The enzymes partially purified from the three strains were 

inhibited by PMSF, TLCK, aprotinin, benzamidine and SBTI, indicating the presence of 

serine and histidine in the enzyme active center, which is characteristic of trypsin-like 

serine proteases. The enzyme purified of the resistant strains have higher affinity for the 

substrate (lower value of KM app), and the catalytic efficiency for the resistant strain no-

cost was approximately 2-fold higher relative of the susceptible strain. A thiol-

sepharose affinity column was used to  purify the cysteine protease of the three strains. 

Cysteine proteases partially purified from the three strains exhibited a different behavior 

in casein degradation and its inhibition by specied inhibitors. The enzyme partially 

purified from the resistant cost strain was less sensitive to the inhibitor E-64 exhibiting 

higher I50 compared to the other strains studied. The affinity (i.e. KM app) of the enzyme 

for the substrate was similar among the strains, but the Vmax app for the enzyme partially 

purified from the resistant cost strain was 5x greater and of resistant no-cost was 3x 

greater than the Vmax app of the susceptible strain. The results of this investigation 

confirm that the pyrethroid-resistant strains have elevated activity of trypsin-like 

proteases, which has an important role in mitigating the physiological cost associated 

with maintaining the mechanism of resistance to insecticides in some strains of S. 

zeamais. The role of cysteine in mitigating the cost associated with the resistance 

appears to be of secondary relative to that of serine proteases. 
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Introdução Geral 

 
 

A diversidade de mecanismos de resistência a inseticidas em algumas 

populações de Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) impõe diferentes custos 

adaptativos aos indivíduos resistentes (Fragoso et al. 2007; Oliveira et al. 2007), tendo 

como consequência um aumento na taxa metabólica necessária para manterem o 

mecanismo de defesa. Embora desconheça-se que serino e cisteíno proteases constituam 

um mecanismo de resistência a inseticidas piretróides, acredita-se que haja uma 

vantagem metabólica conferida pelo aumento da atividade dessas enzimas nos insetos 

resistentes. Tais proteases podem atuar suprindo aminoácidos para a síntese de enzimas 

destoxificativas, bem como auxiliar na aquisição e mobilização de reservas energéticas 

para a manutenção do mecanismo de defesa (Saleem et al. 1994; Almed et al., 1998; 

Wilkins et al., 1999; Araújo et al., 2008).   

Os problemas oriundos da existência de populações resistentes a inseticidas em 

pragas de produtos armazenados, como S. zeamais, vai além dos prejuízos diretos a ela 

associados, pois a resistência pode ser disseminada pelo comércio de produtos 

infestados por indivíduos resistentes (Champ e Dyte, 1976). Informações sobre a 

magnitude, os mecanismos, os custos fisiológicos associados e sua mitigação são 

essenciais nos programas de manejo da resistência e nas investigações da evolução de 

fenótipos recém-adaptados e das mudanças fisiológicas e genéticas associadas a estes 

(Coustau et al., 2000, Raymond et al., 2001).  

Sitophilus zeamais, inseto considerado praga primária do milho, tem alto poder 

destrutivo causando elevadas perdas na fase pós-colheita dos grãos. Os adultos são 

capazes de atacar os grãos intactos e as fêmeas ovipositam no interior do grão, onde se 

alimentam e desenvolvem as larvas (Santos et al., 1986; Danho et al., 2002; Adda et al., 

2002). Os danos tanto dos adultos quanto das larvas são severos e aliados ao elevado 

potencial biótico e capacidade de colonizar os grãos no campo e nos silos, o torna uma 

das principais pragas de milho armazenado. Para conter infestações da praga nos 

armazéns, utiliza-se principalmente inseticidas por ser um método simples, rápido e 

econômico (Guedes, 1990 e 1991). Em decorrência disto, tem ocorrido a seleção de 
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populações resistentes a estes compostos levando à perda de eficiência dos compostos, 

no controle deste inseto.  

As modificações genéticas que propiciam ao indivíduo sobreviver em um novo 

ambiente, como por exemplo grãos tratados com inseticidas no caso de carunchos, estão 

normalmente associados a um custo adaptativo, pois qualquer adaptação para uma nova 

condição (como tolerar doses de inseticida que seriam letais à maioria dos indivíduos), 

envolve modificações dos fenótipos ancestrais. Neste contexto, os indivíduos resistentes 

estarão em vantagem na presença do inseticida, porém serão menos aptos que os 

susceptíveis quando o inseticida não for utilizado (Coustau et al. 2000, Berticat et al. 

2002).  

Há estudos que demonstram a inexistência deste custo fisiológico associados à 

resistência em alguns casos (Baker et al., 1998). Por exemplo, algumas populações de S. 

zeamais resistentes a piretróides apresentaram desempenho reprodutivo semelhante ao 

apresentado pela população susceptível, sugerindo que a resistência ao inseticida 

encontra-se fixada na população e que a expressão dos genes responsáveis por esta 

característica já não mais incorre em custo para os indivíduos (Fragoso et al., 2005; 

Oliveira et al., 2005; Guedes et al., 2006). Sendo assim, não é esperado ocorrer o 

restabelecimento da suscetibilidade em situações em que um determinado inseticida não 

é utilizado por um certo intervalo de tempo.  

Se as modificações ou expressão de genes relacionados à resistência a um 

determinado xenobiótico implicam em custo adaptativo (Coustau et al., 2000; Raymond 

et al, 2001), um aumento da taxa metabólica poderá ser necessária para os indivíduos 

resistentes manterem o mecanismo de defesa. Isto pode causar um desequilíbrio nas 

trocas gasosas, sendo necessário um aumento no metabolismo energético e a realocação 

de energia para que outros processos fisiológicos envolvidos com o desenvolvimento do 

inseto, sua manutenção e reprodução, não sejam prejudicados (Hostetler et al., 1994; 

Harak et al., 1999; Chown e Gaston, 1999). 

Serino e cisteíno proteases são classes dominantes de enzimas proteolíticas em 

muitos insetos (Terra e Ferreira 1994; Vinokurov et al., 2006) e estão envolvidas em 

muitos processos fisiológicos importantes como digestão, crescimento, metabolismo de 

proteínas intra, extra-celular e resposta imune (Johnson e Rabosky, 2000). É de se 

esperar que estejam envolvidas no processo de resistência a inseticidas, no que tange ao 

suprimento de produtos necessários a manutenção da homeostase do organismo, bem 
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como na manutenção dos aparatos destoxificativos sem comprometer o 

desenvolvimento do inseto.  

Uma maior atividade de proteases nos indivíduos resistentes pode estar 

relacionada ao metabolismo de proteínas possibilitando um aumento de aminoácidos 

livres na hemolinfa. Sob condições de estresse, esses aminoácidos poderão servir de 

precursores para a síntese de constituintes essenciais ao organismo e de enzimas 

destoxificativas como esterases, monoxigenases e glutationa-S-transferases (Ahmed et 

al., 1998; Wilkins et al., 1999; Nath et al, 1997; Reddy & Yellamma, 1991). Insetos 

resistentes com alta atividade de proteases poderão ter processos digestivos mais 

eficientes obtendo maior quantidade de moléculas de reserva para serem armazenadas e 

assim possibilitar um provimento adicional de energia para a manuteção dos aparatos 

destoxificativos sem provocar conflito de alocação da energia para os processos 

fisiológicos básicos (Guedes et al., 2006; Araújo et al., 2008).  

Populações de S. zeamais resistentes a inseticidas piretróides e que possuem maior 

atividade de proteases relativo à população susceptível, conforme evidenciado por 

Araújo et al. (2008), foram utilizadas neste trabalho para purificar e caracterizar serino e 

cisteíno proteases, buscando elucidar o espectro das proteases presentes nestas 

populações e sua relação com a resistência a inseticidas e custos adaptativos 

potencialmente associados a ela. 
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Resumo 

 

Serino proteases de três populações de Sitophilus zeamais (Coleoptera: 

Curculionidae), uma susceptível e duas resistentes a piretróides – uma com custo 

associado a resistência (resistente com custo) e a outra sem custo fisiológico 

(resistente sem custo), foram parcialmente purificadas usando a coluna de afinidade 

aprotinina-agarose. Obteve-se fator de purificação variando entre 36,5 e 51,2%, com 

rendimento entre 10 e 15% e atividade entre 529 e 875 µM/min/mg proteína com o 

substrato N-α-benzoil-L-Arg-p-nitroanilida (L-BApNA). De acordo com a SDS-

PAGE das frações purificadas, uma banda de massa molecular de aproximadamente 

56 kDa foi observada nas três populações e uma banda de massa molecular de 70 

kDa ficou mais visível na população resistente sem custo. A enzima purificada das 

três populações foi inibida por fenil metil sulfonil fluoreto (PMSF), N-α-tosil-L-

lisina clorometil cetona (TLCK), aprotinina, benzamidina e o inibidor de tripsina da 

soja do tipo Kunitz (SBTI) caracterizando-a como serino protease do tipo tripsina-

like. A enzima purificada das populações resistentes tem maior afinidade pelo 

substrato L-BApNA. Para a população resistente sem custo a atividade catalítica, 

Vmax app, foi 1,5 e 1,7 vezes maior do que a da população susceptível e resistente com 

custo, respectivamente. Uma tendência semelhante foi observada usando o substrato 

L-TAME. Esses resultados corroboram com a hipótese de que o aumento da 

atividade de serino protease tem um importante papel na mitigação do custo 

fisiológico associado com a manutenção dos mecanismos de resistência em algumas 

populações do gorgulho do milho.  

 

Palavras chaves: Coleoptera, redução do custo, cinética de enzima, custo 

fisiológico, serino protease. 
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Abstract 

 

Serine proteinases from three strains of Sitophilus zeamais (Coleoptera: 

Curculionidae), one susceptible and two resistant to insecticides - one exhibiting 

fitness cost (resistant cost strain) and the other lacking it (resistant no-cost strain), 

were partially purified using an aprotinin-agarose affinity column. The purification 

factors obtained from 36.5 to 51.2%, with yields between 10 and 15% and activity 

between 529 and 875 µM/min/mg protein with the substrate N-α-benzoyl-L-Arg-p-

nitroanilide (L-BApNA). SDS-PAGE of the purified fraction revealed a 56 kDa 

molecular mass band in all strains and a 70 kDa band more visible in the resistant no-

cost strain. The purified proteinases from all strains were inhibited by phenylmethyl 

sulphonyl fluoride (PMSF), N-α-tosyl-L-lysine chloromethyl ketone (TLCK), 

aprotinin, benzamidine and soybean trypsin inhibitor (SBTI) characterizing them as 

trypsin-like serine proteinases. Trypsin-like proteinases from the resistant strains 

exhibited higher affinity for L-BApNA. The resistant no-cost strain exhibited Vmax app 

values 1.5 and 1.7-fold higher than that of the susceptible and resistance cost strains, 

respectively. A similar trend was also observed when using L-TAME as substrate. 

These results provide support to the hypothesis that the enhanced serine proteinase 

activity may be playing a role in mitigating physiological costs associated with the 

maintenance of insecticide resistance mechanisms in some maize weevil strains. 

 

Keywords: Coleoptera, cost mitigation, enzyme kinetics, fitness costs, serine 

proteinases



 

 

10 

 

 

1. Introdução 

 

A dependência do uso de pesticidas para o controle de pragas de grãos 

armazenados, tem acarretado a evolução da resistência a inseticidas em populações 

do gorgulho do milho, Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae), 

o que tem sido um dos principais fatores responsáveis por problemas com o controle 

de pragas nas unidades de armazenamento em regiões de clima quente (Guedes et al. 

1995; Ribeiro et al. 2003; Fragoso et al. 2005).   

A seleção para a resistência a inseticidas geralmente é acompanhada por efeitos 

pleiotrópicos (vários efeitos associados a um único gene) que podem colocar insetos 

resistentes em desvantagem na ausência do uso de inseticidas (Coustau et al. 2000; 

Arnaud e Haubruge 2002). Contudo, há casos de ausência de desvantagem adaptativa 

ou mesmo vantagem adaptativa encontrado em indivíduos resistentes de algumas 

espécies de pragas de produtos armazenados, como o besouro castanho das farinhas 

Tribolium castaneum e o gorgulho do milho Sitophilus zeamais (Haubruge e Arnaud 

2001; Arnaud e Haubruge 2002; Fragoso et al. 2005; Guedes et al. 2006, Oliveira et 

al., 2007). Mudanças alélicas (para menor custo) e seleção para genes modificadores 

podem reduzir o custo da resistência a inseticidas (Coustau et al. 2000; Raymond et 

al. 2001; Berticat et al. 2002; Ribeiro et al. 2007). 

Os genes relacionados com resistência a um determinado inseticida implicam 

em um custo adaptativo, inferindo que o custo fisiológico inicial diminua devido a 

subsequentes mutações (Coustau et al. 2000). Consequentemente, o aumento na taxa 

metabólica pode ser necessária para indivíduos resistentes manterem o mecanismo de 

resistência. Se não ocorrer um aumento no metabolismo de energia, a realocação 

pode debilitar outros processos fisiológicos prejudicando o desenvolvimento e/ou 

reprodução do inidivíduo resistente (Hostetler et al. 1994; Chown e Gaston 1999; 

Harak et al. 1999; Guedes et al. 2006; Araújo et al. 2008). Uma maior quantidade de 

moléculas de reserva armazenadas podem proporcionar uma oferta de energia 

adicional para a produção dos aparatos destoxificativos, sem reduzir a energia 

demandada para os processos fisiológicos básicos. O aumento da digestão de 

proteínas fornece energia adicional e também aumenta a biodisponibilidade de 
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aminoácidos para a síntese de proteínas (incluindo a síntese de enzimas 

destoxificativas). 

Estudos demográficos e de competição conduzidos com populações 

susceptíveis e resistentes a inseticidas do gorgulho do milho, indicam a existência de 

custo fisiológico associado com resistência a inseticidas (Fragoso et al. 2007; 

Oliveira et al. 2007). Além disso, populações do gorgulho do milho resistentes a 

inseticidas, que não tem custo fisiológico associado, causam maior perda de grão do 

que populações que apresentam custo fisiológico. Células de reserva de energia (i.e., 

trofócitos) em populações sem custo são maiores, sugerindo maior potencial para o 

acúmulo de reservas de energia, o que foi consistente com a maior massa corporal 

dos insetos desta população (Guedes et al. 2006). 

O processo catabólico de proteínas está associado com uma maior atividade de 

proteases, aumentando o número de aminoácidos livres na hemolinfa (Kanost e 

Clarke 2005). Em condições de estresse, esses aminoácidos servirão como 

precursores para a síntese de constituíntes essenciais para o funcionamento do 

organismo, induzindo um mecanismo fisiológico compensatório à toxicidade do 

inseticida, como por exemplo, fornecendo metabólitos intermediários para o ciclo de 

Krebs e manutenção da homeostase (Alaoui et al. 1994; Alaoui et al. 1997; Nath et 

al. 1997; Ahmed et al. 1998; Wilkins et al. 1999). Entre as proteases, serino 

proteases são as mais estudadas e amplamente presentes em diversas espécies de 

insetos, incluindo o gorgulho do milho (Baker 1982; Houseman e Thie 1993; Reeck 

et al. 1999; Terra e Ferreira 2005).   

Investigações anteriores sobre os mecanismos bioquímicos de resistência têm 

focado principalmente mudanças de atividade de enzimas destoxificativas como 

esterases, glutationa-S-transferases e monoxigenases (citocromo P450) em vários 

insetos pragas (Guedes e Zhu 1998; Haubruge et al. 2002; Zhou et al. 2004; 

Feyereisen 2005; Fragoso et al. 2007). Tem sido bem documentado e estabelecido 

que a atividade desses três grupos de enzimas são maiores em populações de insetos 

resistentes a inseticidas em comparação com populações susceptíveis. Uma área de 

investigação que tem recebido pouca atenção é o possível envolvimento de proteases 

intracelulares (processo catabólico) na mitigação do custo fisiológico associado com 

a manutenção dos mecanismos de resistência a inseticidas. Proteases digestivas tem 

um papel importante na fisiologia de insetos por hidrolizar proteínas em aminoácidos 
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que são necessários para o crescimento e desenvolvimento de um organismo (Terra e 

Ferreira 2005). Portanto, para elucidar o espectro de serino proteases presente em S. 

zeamais e seu papel na mitigação do custo fisiológico associado com a resistência a 

inseticidas, o objetivo desse trabalho foi purificar e caracterizar serino protease de 

populações resistentes e susceptível a inseticidas em linhagens do gorgulho do milho.  

 

2. Material e métodos 

 

2.1. Insetos e materiais  
 

Três populações do gorgulho do milho foram utilizadas no presente estudo. 

Estas populações foram denominadas “susceptível”, “resistente com custo” e 

“resistente sem custo”. A população susceptível foi coletada no município de Sete 

Lagoas (Minas Gerais, Brasil) e fornecida pelo Centro Nacional de Pesquisa Milho e 

Sorgo, Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA Milho e Sorgo). 

Esta população vem sendo mantida por mais de 20 anos sem exposição a inseticidas 

e sua susceptibilidade a piretróides e organofosforados é conhecida e periodicamente 

checada. As duas populações resistentes a inseticidas são resistentes a piretóides (> 

100-vezes resistente e periodicamente checada) (Guedes et al. 1994, 1995; Fragoso 

et al., 2003; Ribeiro et al. 2003; Oliveira et al. 2005a, 2007; Araújo et al. 2008). A 

população resistente com custo foi coletada no município de Juiz de Fora (Minas 

Gerais, Brasil) em 1999. Ela é resistente a piretróides, mas tem custo fisiológico 

associado à resistência na ausência de exposição a piretróides (Fragoso et al. 2005; 

Guedes et al. 2006; Oliveira et al. 2007). A população resistente sem custo foi 

coletada no município de Jacarezinho (Paraná, Brasil) na década de 80 (Guedes et al. 

1994; Guedes et al. 1995). Ela também é resistente a piretróide, mas não exibe custo 

adaptativo na ausência de exposição a inseticidas (Fragoso et al. 2003; Oliveira et al. 

2005a; Guedes et al. 2006; Oliveira et al. 2007). As duas populações resistentes tem 

o mesmo mecanismo de resistência – alteração no sítio de ação (mutação T929I no 

canal de sódio; R.A. Araújo (comunicação pessoal)) com envolvimento secundário 

do aumento da atividade de glutationa S-transferases (Guedes et al. 1995; Fragoso et 

al. 2003; Fragoso et al. 2007).  
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As três populações de insetos foram criadas em grãos de milho isentos de 

inseticidas e mantidas em condições controladas de temperatura (25 ± 2oC), umidade 

relativa (70 ± 5%) e fotoperíodo (LD 12:12). Todos os reagentes foram comprados 

da Sigma-Aldrich Química Brasil (São Paulo, Brasil). 

 

2.2. Preparo do extrato bruto dos insetos e purificação parcial 
 

O preparo do extrato bruto e o processo de purificação seguiu o método 

descrito por Oliveira et al. (2005). Os adultos do gorgulho do milho (0,2 g/mL) 

foram homogeneizados em tampão 0,1 M Tris-HCl pH 8,0 e usados como fonte de 

enzimas após a lise celular obtidas com nitrogênio líquido e banho a 37 ºC. Alíquotas 

de 1mL do extrato bruto foram centrifugadas a 100,000 g por 60 min a 4 ºC. O 

sobrenadante foi dialisado em 100 volumes de tampão 0,01 M Tris-HCl pH 7,5. O 

sobrenadante foi subsequentemente recentrifugado a 100,000 g por 45 min a 4oC e 

aplicado na coluna de afinidade, aprotinina-agarose (Sigma-Aldrich Química Brasil) 

equilibrada com 0,01 M Tris-HCl pH 7,5 e 5 mM CaCl2. Fluxo de 1 mL/min foi 

usado e frações de 1 mL foram coletadas. Concentrações crescentes de NaCl de 5 

mM a 2 M foram adicionadas no tampão para eluír proteínas ligadas a coluna. As 

frações com maior atividade proteolíticas foram reunidas e utilizadas para a 

caracterização de serino proteases.  

 

2.3. Concentração de proteínas 
 

A concentração de proteína das amostras de cada passo da purificação foi 

determinada pelo método descrito por Bradford (1976).  

 

2.4. SDS-PAGE 
 

A eletroforese em gel de polyacrilamida (12%) contendo 0,1% SDS (dodecil 

sulfato de sódio) foi conduzida conforme descrito por Laemmli (1970). A revelação 

dos géis foi feita com Comassie Brilliant Blue R-250 para marcar as bandas de 
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proteínas. Como marcadores de massa molecular foram utilizados: β-galactosidase 

(116,000 daltons), albumina sérica (66,000 daltons), pepsina (34,000 daltons), 

inibidor de tripsina (20,000 daltons), lisozima (14,000 daltons) e aprotinina (6000 

daltons). A massa molecular das frações parcialmente purificadas foi estimada 

correlacionando-se, por meio de uma curva padrão, os perfis de migração das 

proteínas-padrão (distância percorrida no gel) com o logaritmo da massa molecular. 

 

2.5. Determinação da atividade enzimática 
 

A atividade amidásica foi determinada conforme descrito por Erlanger et al. 

(1961) usando N-α-benzoil-L-Arg-p-nitroanilida (L-BApNA) como substrato na 

concentração final de 0,5 mM em tampão 0,1 M Tris-HCl pH 8,2. As velocidades 

foram determinadas pela formação do produto p-nitroanilida, através da medida da 

absorbância a 405 nm em espectofotômetro, utilizando-se para os cálculos de 

atividade o coeficiente de extinção molar de 8.800M-1.cm-1 para o produto. A 

atividade esterásica foi determinada usando N- α-p-tosil-L-Arg metil ester (L-TAME; 

0,5 mM) como substrato em tampão 0,1M Tris-HCl pH 8,2 (Hummel 1959). As 

velocidades foram determinadas pela formação do produto p-nitroanilida, através da 

medida da absorbância a 405 nm em espectofotômetro, utilizando-se para os cálculos 

de atividade o coeficiente de extinção molar de 540M-1.cm-1 para o produto.  

O efeito do pH sobre a atividade de tripsina-like foi verificado a 25oC usando 

L-BApNA e L-TAME como substrato e seguindo o sistema de tampão a 50 mM: 

ácido acético/acetato de sódio (pH 4,0-4,5); ácido cítrico/citrato de sódio (pH 5,0-

5,5); monofosfato/fosfato dissódio (pH 6,0-7,0); Tris-HCl (pH 7,5-8,5) e ácido 

bórico/borato de sódio (pH 9,0-10,0). Os substratos L-BApNA e L-TAME foi 

também utilizado nos ensaios para verificar o efeito da temperatura (15-70oC) sobre 

a atividade enzimática. Três replicatas foram utilizadas em todos os ensaios.  

 

2.6. Eletroforese de peptídeos obtidos da degradação de caseína 
 

Alíquotas de 5 µL da amostra parcialmente purificada foram adicionadas em 50 

µL de uma solução de caseína (1,5mg/mL em Tris HCl 0,1M pH 8,2) e incubadas 
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por 3 horas a 37oC. O precipitado foi dissolvido em 25 µL de tampão de amostra, os 

tubos foram aquecidos a 95oC por 3 min e submetidos a eletroforese (Laemmli 

1970). Para os ensaios com os inibidores, as amostras foram incubadas por 30 min 

com o inibidor tosil-L-lisina clorometil cetona (TCLK) a temperatura ambiente e a 

degradação da caseína foi verificada como descrito acima. 

 

2.7. Efeito da concentração de ions cálcio  
 

Solução de cálcio (CaCl2), com concentrações variando de 0 a 30 mM, para 

testar o efeito do Ca2+ sobre a atividade da enzima, foi adicionada em uma solução de 

0,5 mM L-BApNA (25oC) em tampão 0,1 M Tris-HCl pH 8,2. 

 

2.8. Efeito de inibidores de proteases  
 

Inibidores de protease foram selecionados para verificar seu efeito sobre a 

atividade de tripsina-like parcialmente purificada usando concentrações crescentes. 

Os seguintes inibidores foram utilizados: fenil metil sulfonil fluoreto (PMSF; 0,2 – 4 

mM), tosil-L-lisina clorometil cetona (TLCK; 0,03 – 1,0 mM), benzamidina (0,03-

1,0 mM), aprotinina (0,0001-0,0036 mM), pepstatina (0,0003- 0.009 mM), leupeptin 

(0.003-0.09 mM), trans-(epoxisuccinil)-l-leucilamino-4-guanidinobutano (E-64; 

0,0003-0,009 mM), inibidor de tripsina de soja do tipo Kunitz (SBTI; 6-90 µg/mL) e 

inibidor de tripsina da soja do tipo Bowman-Birk (BBI; 6-90 µg/mL). As amostras da 

enzima parcialmente purificada foram incubada por 15 min com o inibidor e o 

substrato L-BapNA, subsequentemente foi adicionado na mistura e a atividade 

amidásica foi determinada como previamente descrita.  

 

2.9. Parâmetros cinéticos 
 

A determinação dos parâmetros cinéticos KM app e Vmax app foi conduzido em 0,1 

M Tris-HCl pH 8,2 com o substrato L-BApNA e concentrações variando de 0,05 a 

1,2 mM. KM app e Vmax app, também foram determinados com o substrato L-TAME nas 
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concentrações variando de 0,08 a 1 mM em Tris-HCl pH 8,2. Os ensaios enzimáticos 

foram conduzidos como descrito acima. 

 

2.10. Análise estatística  
 

Os resultados da atividade enzimática em cada experimento foram submetidos 

a análise de variância univariada e as médias foram comparadas usando o teste da 

mínima diferença significativa (LSD) de Fisher (p < 0,05) (PROC GLM SAS 

Institute 2002). Regressão não linear, equação de Michaelis-Menten, foi realizada 

para estimar os parâmetros cinéticos (KM app e Vmax app) utilizando o procedimento de 

ajuste de modelo do programa SigmaPlot (SPSS 2000). Os resultados dos bioensaios 

de inibição foram submetidos a análise de próbite (PROC PROBIT; SAS Institute 

2002) para avaliar o potencial de inibição dos diferentes inibidores e estimar a 

concentração que inibe 50% da atividade enzimátia (I50).  

 

3.  Resultados 

 

Serino-proteases de uma população susceptível e duas resistentes a inseticidas 

piretróides (resistente com custo e resistente sem custo) do gorgulho do milho foram 

purificadas usando a coluna de afinidade aprotinina-agarose. O fator de purificação 

variou de 36,5 a 51 com um rendimento de 10 a 15% e atividade específica de 529 a 

875 µM/min/mg proteína. Um resumo das etapas de purificação é apresentado na 

Tabela 1. 
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Tabela 1.  

Purificação parcial de protease tripsina-like de uma população susceptível e duas resistentes a piretróides (resistente com custo e 

resistente sem custo) de S. zeamais. 

Etapas de 

purificação 
População 

Proteína total 

(mg) 

Atividade total 

(µM/min) 

Atividade 

específica 

(µM/min/mg) 

Fator de 

purificação 

Rendimento  

(%) 

Extrato Bruto Susceptível  256,0 3480 13,5 1,0 100,00 

Resistente com custo 275,0 4000 14,5 1,0 100,00 

Resistente sem custo 276,0 4715 17,1 1,0 100,00 

Extrato dialisado Susceptível  83,2 1690 20,3 1,5 48,50 

Resistente com custo 95,7 1595 16,6 1,2 39,87 

Resistente sem custo 87,6 2160 24,6 1,4 45,81 

Coluna de afinidade 

aprotinin-agarose 

Susceptível  0,7 360 545,4 40,4 10,34 

Resistente com custo 1,0 540 529,4 36,5 13,50 

Resistente sem custo 0,8 700 875,0 51,2 14,80 
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O perfil cromatográfico, correspondente a aplicação do extrato dialisado na coluna 

de afinidade aprotinina-agarose, está representado pela figura 1. Um pico de atividade 

para o substrato testado foi observado.  

 
Figura 1. Perfil cromatográfico do extrato enzimático dialisado do gorgulho do milho 

Sitophilus zeamais em coluna de afinidade aprotinina-agarose equilibrada com 0,01 M 

Tris-HCl e 5 mM CaCl2 pH 7,5. As proteínas foram eluídas com concentrações 

crescentes de NaCl. Substrato usado: L-BapNA. Absorbância em 280 nm (□); Atividade 

(µM.min-1) (♦).  

 

De acordo com a SDS-PAGE a purificação parcial foi alcançada para as três 

populações, como indicado pelo baixo número de peptídeos e maior intensidade da 

banda de massa molecular de 56,000 e 70,000 daltons nas amostras purificadas, 

comparado com o extrato bruto (Fig. 2). Esses valores são consistentes com os 

resultados observados para outros Coleoptera e Lepidoptera (Wagner et al. 2002; 

Oliveira et al. 2005b; Vinokurov et al. 2006). O fator de purificação de tripsina-like das 

três populações é semelhante aos obtidos no processo de purificação dessa enzima para 

as espécies, Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), Locusta migratoria 

(Orthoptera: Acrididae) e Spilosoma obliqua (Lepidoptera: Arctiidae) (Vinokurov et al. 

2006; Lam et al. 2000; Anwar et al. 2002).  
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Figura 2. SDS-PAGE de tripsina-like parcialmente purificada de uma população 

susceptível e duas resistentes a piretróides (resistente com custo e resistente sem custo) 

de Sitophilus zeamais. 

 

3.1. Atividade proteolítica 
 

A atividade proteolítica da fração purificada foi detectada com caseína. A pré-

incubação com TLCK diminuiu a atividade, indicando a presença de resíduos de 

histidina no centro ativo da enzima. As três populações tem um perfil similar de 

atividade, embora a intensidade das bandas da população resistente sem custo foi 

menor, o que sugere uma maior atividade proteolítica, ou seja a hidrólise de caseína é 

relativamente mais rápida (Fig. 3). 
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Figura 3. SDS-PAGE da digestão de caseína e inibição por TLCK das tripsina-like 

parcialmente purificada de uma população susceptível e duas resistentes a piretróides 

(resistente com custo e resistente sem custo) de S. zeamais.  Caseína. 

 

3.2. Propriedades de tripsina-like 
 

A atividade de tripsina-like das frações parcialmente purificadas das três 

populações foi reconhecida usando como substrato L-BApNA, para atividade amidásica, 

e L-TAME, para atividade esterásica em condições de pH entre 4 e 10 a 25ºC. A 

população susceptível e resistente sem custo tem dois picos de atividade, um em pH 5,0 

e o outro em pH 8,0, enquanto a população resistente com custo teve picos de atividade 

em pH 5,5 e 8,5. O perfil de atividade foi o mesmo para os dois substratos (Fig. 4).  

A existência de dois picos com atividade proteolítica pode ser atribuída a presença 

de diferentes compartimentos digestivos (Terra e Ferreira 1994, 2005) com pH ácido e 

alcalino no intestino de S. zeamais. A relação entre o pH, localização de enzimas e o 

gradiente de pH do intestino anterior para o posterior de T. molitor foi demonstrado por 

Vinokurov et al. (2006). 
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O efeito da temperatura sobre a atividade de tripsinas-like parcialmente 

purificadas foi verificada em condições variando de 15 a 70oC (Fig. 5). A atividade da 

enzima aumenta gradualmente quando a temperatura chega aos 40oC e diminui com o 

aumento da temperatura na população susceptível e resistente com custo para os dois 

substratos analisados, L-BApNA e L-TAME. A população resistente sem custo tem 

maior atividade em 50 e 35oC para o substrato L-BApNA e L-TAME, respectivamente. 

Os valores de atividade observados, estão consistentes com os reportados para outras 

tripsinas-like de coleópteros (Tsybina et al. 2005). 
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Figura 4. Efeito do pH sobre a atividade de tripsinas-like parcialmente purificadas (A: 

atividade amidásica; B: atividade esterásica) de uma população susceptível e duas 

resistentes a piretróides (resistente com custo e resistente sem custo) de S. zeamais. 

Cada símbolo representa a média e o erro padrão das três replicatas (n = 3). 
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Figura 5. Efeito da temperatura sobre a atividade de tripsina-like parcialmente 

purificada de uma população susceptível e duas resistentes a piretróides (resistente com 

custo e resistente sem custo) de S. zeamais. ((A) atividade amidásica e (B) atividade 

esterásica). Cada símbolo representa a média e o erro padrão das três replicatas (n=3). 
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Tripsinas de vertebrados tem sítios específicos para ligação de moléculas de Ca2+ 

no interior da molécula. O cálcio liga-se a tripsina e produz uma mudança 

conformacional na proteína que previne autólise em baixas temperaturas (Vajda et al. 

1981; Chianconi et al. 1985). O efeito de ions Ca2+ foi avaliado sobre a atividade da 

enzima purificada. A maior atividade da enzima foi observada com 20 mM CaCl2 para a 

população susceptível e resistente com custo e para a população resistente sem custo, a 

maior atividade ocorreu em torno de 30 mM CaCl2 (Fig. 6). 

CaCl2 (mM) 

0 10 20 30 40

A
tiv

id
ad

e 
es

pe
cí

fic
a 

(µ
M

/s
/m

g)
 

0,02

0,03

0,04

0,05

0,06

0,07 Susceptível
Resistente com custo
Resistente sem custo

 
Figura 6. Efeito de Ca2+ sobre a atividade de tripsina-like parcialmente purificada de 

uma população susceptível e duas resistentes a piretróides (resistente com custo e 

resistente sem custo) de S. zeamais usando L-BApNA como substrato. Cada símbolo 

representa a média e o erro padrão das três replicatas (n = 3). 

 

3.3. Parâmetros cinéticos  
 

Os parâmetros cinéticos estimados para a população susceptível, resistente com 

custo e sem custo de S. zeamais usando substrato sintético L-BApNA (amidásica) e L-

TAME (esterásica) podem ser observados na Tabela 2. A atividade amidásica, sobre L-

BApNA e atividade esterásica, sobre L-TAME, mostrou uma curva hiperbólica de 
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concentração versus velocidade, seguindo o modelo cinético de Michaelis-Menten para 

as concentrações de substrato analisadas (Fig. 7).  

A atividade (i.e. Vmax app) de tripsinas-like da população resistente sem custo foi 

maior do que o da população susceptível e resistente com custo para os dois substratos 

investigados (Tabela 2). Não houve diferença quanto aos valores de KM app para as três 

populações na hidrólise de L-TAME, mas a Vmax app da população resistente sem custo 

foi 1,5 vezes maior comparado com a população susceptível (Tabela 2). Na hidrólise de 

L-BApNA por tripsinas-like purificadas das populações resistentes, a afinidade pelo 

substrato foi maior (i.e. menor KM app), comparado com a da população susceptível. Os 

valores de KM app aqui obtido são semelhantes aos encontrados para tripsinas-like em 

diferentes espécies de insetos (0,12 – 0,93 mM) (Levinsky et al. 1977; Lam et al. 2000; 

Lopes e Terra 2003; Oliveira et al. 2005b). 

 

Tabela 2 

Parâmetros cinéticos (± EPM) de tripsinas-like parcialmente purificadas de uma 

população susceptível e duas resistentes a piretróides (resistente com custo e resistente 

sem custo) de S. zeamais. Resultados são apresentados como a média ± erro padrão (n = 

3). Média seguida da mesma letra na coluna não diferem significativamente entre si pelo 

teste Fisher’s LSD (p < 0.05). 

 

Populações  KM app (mM)  Vmax app (µM/s/mg) 

 L-BApNA L-TAME  L-BApNA L-TAME 

Susceptível  0,34 ± 0,05 a 0,27 ± 0,03 a  0,044 ± 0,002 c 0,85 ± 0,03 b 

Resistente com custo 0,26 ± 0,03 b 0,28 ± 0,04 a  0,050 ± 0,002 b  0,72 ± 0,03 b 

Resistente sem custo 0,22 ± 0,02 b 0,21 ± 0,03 a  0,076 ± 0,002 a 1,29 ± 0,05 a 
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Figura 7. Michaelis–Menten (A) atividade amidásica e (B) atividade esterásica de 

tripsina-like parcialmente purificada de uma população susceptível e duas resistentes a 

piretróides (resistente com custo e resistente sem custo) de S. zeamais (p < 0,001; R2 

>0,91). Inserção de: Lineweaver-Burk (duplo recíproco) (p < 0,001; R2 > 0,88). Cada 

símbolo representa a média e o erro padrão das três replicatas (n = 3). 
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3.4. Efeito dos inibidores 
 

A atividade tripsina-like das frações purificadas foi também reconhecida nas três 

populações usando inibidores específicos. Várias concentrações de inibidores foram 

testadas, mas somente a porcentagem de inibição correspondente a maior concentração 

de cada inibidor utilizado estão apresentados na Tabela 3. 

O inibidor PMSF que reage com resíduos de serino do centro ativo de serino 

proteases (Barrett 1994), diminuiu aproximadamente 50% da atividade com o substrato 

L-BApNA para as três populações (Tabela 3), indicando que serino proteases são 

responsáveis pela atividade das amostras. TLCK é um inibidor irreversível de tripsinas-

like, inibiu em aproximadamente 70% a atividade enzimática das enzimas parcialmente 

purificadas. As enzimas parcialmente purificadas no presente trabalho são do tipo 

tripsina, considerando que elas foram inativadas por PMSF e TLCK (Tabela 3).  

O tratamento com aprotinina, um pequeno peptídeo (6,500 daltons), que inibe 

proteases do tipo tripsina, diminuiu aproximadamente 50% da atividade para L-BApNA 

nas amostras purificadas das três populações de S. zeamais. Benzamidina, um inibidor 

competitivo de tripsina, inibe aproximadamente 70% da atividade de proteases com o 

substrato L-BApNA da população susceptível, resistente com custo e resistente sem 

custo. Pesptatin, um inibidor de aspartil protease, causa 42% de inibição da atividade 

proteolítica nas amostra da população resistente com custo e seu efeito foi menor na 

população susceptível. Leupeptin inibe a atividade de cisteíno e serino protease, inibiu 

85% a atividade da população susceptível. O inibidor de cisteíno protease E64 teve a 

menor porcentagem de inibição da atividade de tripsinas-like das populações do 

gorgulho do milho, em especial a população resistente com custo. 
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Tabela 3 

Porcentagem de inibição (± EPM) de tripsinas-like parcialmente purificadas de uma 

população susceptível e duas resistentes a piretróides (resistente com custo e resistente 

sem custo) de S. zeamais, depois do tratamento com inibidores de diferentes enzimas 

proteolíticas. Resultados são apresentados como a média ± erro padrão (n = 3). Médias 

seguidas da mesma letra na linha não diferem significativamente entre si pelo teste LSD 

de Fisher (p < 0,05). 

Inibidores Concentração 

Inibição (%) 

Susceptível 
Resistente com 

custo 

Resistente sem 

custo 

PMSF 4 mM 54,06 ± 4,87 a 44,98 ± 2,04 a 45,79 ± 2,73 a 

Benzamidina 1 mM 71,19  ± 0,84 b 79,15 ± 1,22 a 71,78 ± 1,61 b 

TLCK 1 mM 76,70 ± 1,66 a 76,30 ± 1,95 a 81,68 ± 2,64 a 

Pepstatin 0.09 mM 18,26 ± 5,55 b 42,29 ± 1,77 a 24,62 ± 1,53 b 

Leupeptin 0.09 mM 85,84 ± 4,40 a 56,97 ± 2,28 b 53,15 ± 3,70 b 

Aprotinina 0.0036 mM 56,05 ± 1,45 a 66,25 ± 1,68 a 44,52 ± 3,41 b 

SBTI 100 µg/mL 82,24 ± 1,34 a 71,34 ± 2,20 b 75,00 ± 2,16 a 

BBI 100 µg/mL 43,00 ± 0,39 a 51,13 ± 2,71 a 53,25 ± 4,49 a 

E64 0.009 mM 15,83 ± 3,00 a 2,86 ± 0,71 b 13,52 ± 1,35 a 

 
A atividade de tripsinas-like das três populações do gorgulho do milho foram 

ainda caracterizadas através de bioensaios (in vitro) com inibidores de tripsina-like (i.e., 

aprotinina, benzamidina, SBTI e TLCK) para estimar a concentração de inibição. As 

curvas estabelecidas seguem o modelo de próbite (baixo χ2 (< 4,5) e p > 0,05), 

permitindo estimar o valor de I50, concentração requerida para inibir 50% da atividade 

da enzima (Tabela 4). O valor de I50 para benzamidina, TLCK e SBTI foi maior para a 

população susceptível comparado com as duas populações resistentes, as quais foram 

mais sensíveis a estes inibidores. Nenhuma diferença foi observada na sensibilidade a 

inibição por aprotinina entre as tripsinas-like purificada das três populações do gorgulho 

do milho S. zeamais. 
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Tabela 4 

Concentração requerida, dos inibidores selecionados, para inibir 50% (I50) (± EPM) da 

atividade enzimática de tripsinas-like parcialmente purificadas de uma população 

susceptível e duas resistentes a piretróides (resistente com custo e resistente sem custo) 

de S. zeamais. Os resultados são reportados como a média ± erro padrão (n = 3). I50 

valores são expressos em mM para todos os inibidores exceto para SBTI, a 

concentração foi expressa em µg/mL. Médias seguidas pela mesma letra na linha não 

diferem significativamente entre si pelo teste LSD de Fisher (p < 0.05). 

Inibidor 

I50 
 

Susceptível 
Resistente com 

custo 
Resistente sem custo 

Benzamidina (mM) 0,54 ± 0,02 a 0,41 ± 0,01 a 0,13 ± 0,01 b 

TLCK (mM) 0,56 ± 0,05 a 0,14 ± 0,03 b 0,11 ± 0,05 b 

Aprotinina (mM) 0,0004 ± 0,0001 a 0,0006 ± 0,0002 a 0,0009 ± 0,0003 a 

SBTI (µg/mL) 140,17 ± 0,50 a 75,20 ± 6,60 b 36,90 ± 3,10 c 

 

4. Discussão  

 
Este é o primeiro relato de purificação e caracterização de serino proteases de 

populações do gorgulho do milho S. zeamais. No presente trabalho, proteases de massa 

molecular de aproximadamente 56,000 e 70,000 , foram isoladas de uma população 

susceptível e duas resistentes, com e sem custo fisiológico associado à resistência a 

inseticidas piretróides, do gorgulho do milho S. zeamais. As proteases purificadas foram 

reconhecidas como tripsinas-like e sua massa molecular foi consistente com as 

encontradas para enzimas do tipo tripsina-like de outros insetos (Wagner et al. 2002; 

Oliveira et al. 2005b; Vinokurov et al. 2006). O maior fator de purificação foi obtido 

para a população resistente sem custo, o que leva a maior atividade específica de 

tripsina-like das frações purificadas, em comparação com a população susceptível e 

resistente com custo. 

Quanto aos ensaios para a atividade amidásica, as trispina-like purificadas das 

populações resistentes tem maior afinidade (KM app) pelo substrato do que a da 

população susceptível. Diferenças também foram observadas para a Vmax app, com a 

população resistente sem custo, sendo 1,5 e 1,7 vezes maior do que a população 
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susceptível e resistente com custo, respectivamente. O mesmo foi observado para a 

atividade esterásica das tripsinas-like purificadas das populações de S. zeamais, embora 

a diferença tenha sido menor e observada somente para a Vmax app, a qual foi 1,5-vezes 

maior do que a da população susceptível. Os parâmetros cinéticos aqui obtidos são 

semelhantes aos reportados para outras espécies de insetos (Lam et al. 2000; Lopes et 

al. 2003; Oliveira et al. 2005b), especialmente para o substrato L-BapNA e mais 

importante, eles corroboram com as diferenças de atividade para serino proteases 

obtidas com os extratos brutos das três populações de S. zeamais (Araújo et al. 2008). 

As enzimas parcialmente purificadas da população susceptível, resistente com 

custo e resistente sem custo de S. zeamais foram do tipo tripsina-like, pois hidrolizaram 

L-BApNA e L-TAME. Ademais, elas foram inibidas por inibidores de tripsina, como 

aprotinina, benzamidina, SBTI e TLCK. As populações resistentes tem maior 

sensibilidade a inibição e as tripsinas-like purificadas da população resistente sem custo 

foram sensíveis a inibição por benzamidina, TLCK e SBTI comparado às tripsinas-like 

da população susceptível (o valor de I50 foi 5x maior). As enzimas purificadas da 

população susceptível e resistente sem custo têm propriedades bioquímicas similares em 

termos de pH e hidrólise dos substratos L-BApNA e L-TAME, enquanto a tripsina-like 

da população resistente com custo foi diferente. Assim, a diferença na eficiência 

catalítica observada nos ensaios bioquímicos e nos estudos cinéticos é provavelmente 

devido a presença de isoformas de tripsina-like em insetos das populações resistentes, o 

que também é consistente com as diferenças observadas nos ensaios de pH, temperatura, 

sais e inibidores. 

Tripsina-like purificada da população resistente sem custo é aproximadamente 2x 

mais eficiente na hidrólise dos dois substratos investigados, o que está de acordo com os 

resultados apresentados com o extrato bruto destas populações (Araújo et al. 2008). 

Esse fenômeno tem sido observado em populações resistentes de outros insetos, tais 

como Musca domestica fenitrotiom-resistente e também populações resistentes a 

inseticidas do besouro das farinhas Tribolium castaneum. Os insetos resistentes dessas 

populações tem intrinsicamente maior atividade de proteases intracelulares do que as 

populações susceptíveis (Shakoori et al. 1994; Ahmed et. al. 1998; Wilkins et. al. 

1999). As tripsinas-like purificadas da população resistente sem custo, tem maior 

afinidade para o substrato L-BapNA, maior atividade L-BApNA e L-TAME e possui um 

perfil de inibição distinto. Tais características suportam a hipótese de que diferentes 
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tripsinas-like dessa população podem favorecer o acúmulo de energia e fornecer 

aminoácidos, para a síntese de enzimas destoxificativas e processos fisiológicos básicos, 

o que consequentemente reduz o custo associado à resistência a inseticidas em algumas 

populações de gorgulho do milho. Sabe-se que muitos inseticidas induzem enzimas 

destoxificativas, assim estas proteases podem ter um importante papel na hidrólise de 

proteínas, disponibilizando aminoácidos. 

Em resumo, o nível de enzimas proteolíticas foi maior nas populações resistentes 

a piretróides e principalmente na população resistente sem custo de S. zeamais 

comparado à população susceptível. Isto reflete o papel potencial de enzimas 

proteolíticas no desenvolvimento e manutenção de fenótipos resistentes a inseticidas, o 

que pode estar contribuindo para a maior perda do grão e acúmulo de energia na 

população resistente sem custo, como previamente reportado, minimizando o custo 

fisiológico associado à resistência a inseticidas (Fragoso et al. 2005; Guedes et al. 2006; 

Araújo et al., 2008). Estudos subsequentes com tripsina-like dessas populações 

permitirão elucidar o possível papel do aumento da atividade e isoformas de serino 

proteases tripsina-like mitigando o custo fisiológico associado à resistência a inseticidas 

em populações de Sitophilus zeamais. 
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Resumo 

 
Resistência a inseticidas geralmente está associada a custo fisiológico. Este custo pode 

ser mitigado devido ao aumento de energia disponível e ao acúmulo e mobilização de 

aminoácidos livres como reportado para o gorgulho do milho, Sitophilus zeamais 

(Coleoptera: Curculionidae). Cisteíno proteases, uma das principais proteases do 

gorgulho, foram purificadas de uma população susceptível e duas resistentes a 

inseticidas (uma com custo fisiológico, denominada “resistente com custo” e a outra 

sem custo, denominada “resistente sem custo”) usando coluna de afinidade thiol-

sepharose. A purificação de cisteíno proteases revelou uma única banda de massa 

molecular 74,000 daltons na população susceptível e duas bandas de 72,000 e 83,000 

daltons na população resistente com custo e duas bandas de 68,000 e 74,000 daltons na 

resistente sem custo. Cisteíno proteases parcialmente purificadas das três populações 

têm um comportamento diferente quanto a degradação de caseína e inibidores 

utilizados; as proteases purificadas da população resistente com custo foram menos 

sensíveis a inibição por E-64, como evidenciado pelo maior valor do I50. O perfil de 

atividade de cisteíno proteases em diferentes valores de pH e temperatura, diferiu entre 

as três populações. A afinidade pelo substrato (i.e. KM app) de cisteíno proteases foi 

similar entre as populações e a Vmax app, da população resistente com custo foi 3x e 5x 

maior do que a Vmax app das populações resistente sem custo e susceptível. A atividade 

de cisteíno protease foi maior para a população resistente com custo, comparado com a 

resistente sem custo. Portanto, o aumento da atividade de cisteíno protease parece 

desempenhar um papel secundário na mitigação do custo fisiológico associado à 

resistência a inseticidas. 

 

Palavras chaves: Coleoptera; enzimas digestivas; resistência a inseticidas; custo 

fisiológico; mitigação do custo; piretróides. 
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Abstract 

 
Insecticide resistance is usually associated with fitness costs, but such costs may be 

mitigated by increased energy and amino acid accumulation and mobilization as 

reported in the maize weevil Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae). Cysteine 

proteinases, one of the main proteinases in weevils, was therefore purified from an 

insecticide-susceptible and two insecticide-resistant strains of the maize weevil (one 

with fitness costs, referred as resistant cost, and the other without it, referred to as 

resistant no-cost) using thiol-sepharose affinity chromatography. Purification of the 

cysteine proteinases revealed a single 74,000 daltons molecular mass band in the 

susceptible strain, two bands of 72,000 and 83,000 daltons in the resistant cost strain, 

and two bands of 68,000 and 74,000 daltons n the resistant no-cost strain. Purified 

cysteine proteinases of the three strains behaved differently regarding casein 

degradation and inhibition; the proteinases least sensitive to inhibition by the specific 

cysteine proteinase inhibitor E-64 were those from the resistant cost strain as indicated 

by their highest I50 values. The pH and temperature profile of cysteine proteinase 

activity differed among strains and although affinity (i.e. KM app) of the cysteine-

proteinases were similar among them, the Vmax app value for cysteine-proteinases from 

the resistant cost strain was 3x and 5x higher than Vmax values for the resistant no-cost 

and susceptible strains respectively. Cysteine proteinase activity was highest for the 

resistant cost strain rather than the resistant no-cost. Therefore enhanced cysteine 

proteinase activity is likely to play only a secondary role, if any, in mitigating the costs 

usually associatated with insecticide resistance. 

 

Keywords: Coleoptera; digestive enzymes; insecticide resistance; fitness costs; cost 

mitigation; pyrethroids. 
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1. Introdução 

 

O gorgulho do milho, Sitophilus zeamais (Coleoptera: Curculionidae) é uma 

importante praga do milho armazenado, distribuída no mundo todo. Este inseto não só 

reduz a qualidade do grão, mas também a germinação e o vigor das sementes. A 

infestação começa no campo antes da colheita e combinado com sua capacidade de 

voar, elevado consumo de alimentos e rápido crescimento da população, conduz a 

perdas significativas em milho armazenado. (Hagstrum et al., 1996; Adda et al., 2002; 

Brown e Lee 2002). O uso de inseticidas é o principal método para controlar o gorgulho 

do milho, S. zeamais, em regiões tropicais, pois este método normalmente é o mais 

rápido, simples, eficiente e econômico (Guedes 1990, 1991; White e Leesch, 1996). No 

entanto, o uso freqüente de inseticidas para proteger grãos armazenados, levou ao 

desenvolvimento de resistência a inseticidas pelo caruncho em vários países (Champ e 

Dyte, 1996; Badmin, 1990; Subramanyam e Hagstrum, 1996), incluindo o Brasil 

(Guedes et al., 1995; Fragoso et al. 2003; Ribeiro et al. 2003; Pereira et al. 2009).  

Resistência a inseticidas é um fenômeno de preocupação econômica e ambiental e 

é também um importante modelo para estudos sobre a evolução de fenótipos recém-

adaptados (Lockwood et al., 1984; Haynes, 1988; Hoy et al., 1998). Insetos resistentes 

podem suportar aplicações de inseticidas em decorrência da evolução de mecanismos 

fisiológicos, que lhes permitem tolerar altos níveis de inseticidas, ou através de 

mecanismos comportamentais, minimizando sua exposição ao inseticida (Gould, 1984; 

Hoy et al., 1998; Jallow e Hoy, 2005). 

Resistência a inseticidas é reconhecida como um efeito pleiotrópico, cuja 

expressão pode variar com o genótipo e seu ambiente (Chevillon et al., 1997). Essa 

plasticidade de expressão da resistência a inseticidas pode contribuir para a evolução 

adaptativa de populações expostas a um ambiente novo ou alterado, em decorrência da 

presença do inseticida (Pagliucci e Muren, 2003; Price et al., 2003; Ghalambor et al., 

2007).  

A expressão da resistência usualmente causa efeitos deletérios, pois os 

mecanismos destoxificativos requerem um aumento na taxa metabólica o que pode 

provocar um desequilíbrio nas trocas gasosas. Se não ocorrer um aumento no 

metabolismo energético, a realocação de energia para os mecanismos de resistência 

pode comprometer processos fisiológicos básicos, como desenvolvimento e reprodução 
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(Harak et al., 1999; Chown e Gaston, 1999; Coustau et al., 2000). Entretanto, há 

exceção. Por exemplo, Fragoso et al. (2005) observaram que populações de S. zeamais 

resistentes a piretróides não apresentaram qualquer custo para o seu desempenho 

reprodutivo, quando comparadas com populações susceptíveis, em um ambiente livre de 

inseticidas. Isto foi confirmado por Oliveira et al. (2007), que submeteu essas 

populações resistentes a experimentos de competição com uma população susceptível 

de S. zeamais. 

O gorgulho do milho resistente a piretróides tem células do corpo gorduroso 

maiores favorecendo um maior acúmulo de reservas energéticas, proteína total e 

carboidratos (Guedes et al. 2006). O envolvimento das reservas de carboidratos no 

metabolismo de inseticidas, por insetos, também foi evidenciado nos estudos 

conduzidos por Nath (2000 e 2002) e Alaoui et al. (1994 e 1997). Uma maior taxa 

metabólica é necessária aos indivíduos resistentes para manter os mecanismos de 

proteção contra inseticidas (Hostetler et al., 1994; Harak et al., 1999; Chown e Gaston, 

1999).  

A ausência de custo (fisiológico), associado à resistência fisiológica também foi 

reportado para outras espécies de insetos pragas, com o besouro castanho da farinha, 

Tribolium castaneum e o mosquito Culex pipiens (Haubruge e Arnaud, 2001; Raymond 

et al., 2001). A redução do custo é atribuída a presença de genes modificadores, os 

quais tem efeito dominante suprimindo a expressão do custo. Entretanto, o processo 

fisiológico envolvido ainda não foi elucidado (Chevillon et al., 1997).  

Uma maior atividade de proteases e amilases em populações de S. zeamais 

resistentes a piretróides, sem custo fisiológico associado, sugere um mecanismo 

fisiológico, mitigando este custo (Araújo, et al., 2008ab). Proteases tem uma relação 

direta com o metabolismo de energia, por promover sua aquisição através da 

degradação de proteínas, energia esta que seria utilizada nos processos fisiológicos 

básicos e na manutenção dos mecanismos de resistência. Além disso, proteases 

digestivas degradam proteínas em aminoácidos, que são essênciais ao crescimento, 

desenvolvimento e até na proteção contra xenobióticos (p.e., inseticidas) (Terra e 

Ferreira, 2005). Entre as proteases de insetos, cisteíno proteases são uma das principais 

proteases do gorgulho do milho (Baker, 1982; Purcell et al., 1992; Houseman e Thie, 

1993; Reeck et al., 1999; Terra e Ferreira, 2005). A purificação e caracterização de 

cisteíno proteases do gorgulho do milho de populações resistentes e susceptível a 
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inseticidas, ajudará a entender o seu papel na mitigação do custo fisiológico associado 

com os mecanismos de resistência a inseticidas.  

O presente trabalho reporta a purificação e caracterização de cisteíno proteases de 

uma população susceptível e duas resistentes a inseticidas piretróides de gorgulho do 

milho (com e sem custo fisiológico associado com à resistência). Diferentes isoformas e 

uma superprodução dessas enzimas são esperadas nas populações resistentes e 

principalmente na população resistente sem custo associado a resistência, se cisteíno 

protease estiverem de fato envolvidas na mitigação do custo associado com os 

mecanismos de resistência a inseticidas.  

 

2. Material e Métodos  

2.1. Insetos e Materiais 
 

Três populações do gorgulho do milho foram utilizadas no presente estudo. Essas 

populações foram denominadas “susceptível”, “resistente com custo” e “resistente sem 

custo”. A população susceptível foi coletada no município de Sete Lagoas (Minas 

Gerais, Brasil) e fornecida pelo Centro Nacional de Pesquisa Milho e Sorgo da Empresa 

Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA Milho e Sorgo). Esta população vem 

sendo mantida por mais de 20 anos sem exposição a inseticidas e sua susceptibilidade a 

piretróides e organofosforados é conhecida e periodicamente conferida. As duas 

populações resistentes a inseticidas, são resistentes a piretóides (> 100-vezes resistente e 

periodicamente conferido) (Guedes et al. 1994, 1995; Fragoso et al., 2003; Ribeiro et al. 

2003; Oliveira et al. 2005a, 2007; Araújo et al. 2008). A população resistente com custo 

foi coletada no município de Juiz de Fora (Minas Gerais, Brasil) em 1999. Ela é 

resistente a piretróides, mas mostra custo fisiológico associado à resistência na ausência 

de piretróides (Fragoso et al. 2005; Guedes et al. 2006; Oliveira et al. 2007). A 

população resistente sem custo foi coletada no município de Jacarezinho (Paraná, 

Brasil) na década de 80 (Guedes et al. 1994, 1995). Ela também é resistente a piretróide, 

mas não mostra custo adaptativo na ausência à exposição a inseticidas (Fragoso et al. 

2003; Oliveira et al. 2005a; Guedes et al. 2006; Oliveira et al. 2007). As duas 

populações resistentes tem o mesmo mecanismo de resistência – alteração no sítio de 

ação (mutação T929I no canal de sódio; R.A. Araújo (comunicação pessoal)) com 
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envolvimento secundário do aumento da atividade de glutathiona S-transferases 

(Guedes et al. 1995; Fragoso et al. 2003; Fragoso et al. 2007).  

As três populações de insetos foram criadas em grãos de milho isentos de 

inseticidas e mantidas em condições controladas de temperatura (25 ± 2oC), umidade 

relativa (70 ± 5%) e fotoperíodo (LD 12:12). Todos os reagentes foram comprados da 

Sigma-Aldrich Química Brasil (São Paulo, Brasil). 

 

2.2. Preparo do extrato bruto, extração e purificação 
 

Os adultos do gorgulho do milho (0,2 g/mL) foram homogeneizados em tampão 

0,1 M Tris-HCl pH 8,0 e usados como fonte de enzimas após a lise celular obtidas com 

nitrogênio líquido e banho a 37 ºC. Alíquotas de 1mL do extrato bruto foram 

centrifugadas a 10,000 g por 60 min a 4 ºC. O sobrenadante foi dialisado em 100 

volumes de tampão 0,01 M Tris-HCl pH 7,5, subsequentemente recentrifugado a 10,000 

g por 45 min a 4ºC e aplicado na coluna de afinidade aprotinin-agarose, para remover 

enzimas do tipo serino protease. Posteriormente as amostras, coletadas da coluna 

aprotinina-agarose, foram aplicadas em coluna de afinidade thiol sepharose 4B (Sigma-

Aldrich Química, São Paulo, Brasil) equilibrada com 0,1 M Tris-HCl pH 7,5, 0,5 M 

NaCl2, 1 mM EDTA. Após aplicação das amostras na coluna de afinidade thiol-

sepharose, o tampão de equilíbrio foi aplicado para retirar todas as enzimas não aderidas 

a coluna. As moléculas ligadas à coluna foram eluídas com 0,1 M Tris-HCl pH 7,5, 25 

mM DTT e 1 mM EDTA. O fluxo foi de 0,5 mL/min, e alíquotas de 1 mL foram 

coletadas. 

 

2.3. Concentração de proteína 
 

A concentração de proteína foi medida seguindo o método de Bradford (1976). 

Albumina bovina (BSA) soluções de 0-0.02 mg/mL foi usada como padrão. 
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2.4. SDS-PAGE 
 

Eletroforese em gel de poliacrilamida (12%), contendo 0,1% de SDS (dodecil 

sulfato de sódio) foi realizada conforme descrito por Laemmli (1970). A revelação dos 

géis foi feita com nitrato de prata, conforme descrito por Blum, Beier e Gross (1987). 

Os marcadores de massa molecular utilizados foram: β-galactosidase (116,000 daltons), 

albumina bovina (66,000 daltons), pepsina (34,000 daltons), lisozima (14,000 daltons) e 

aprotinina (6,000 daltons). A massa molecular das frações parcialmente purificadas foi 

estimada correlacionando-se, por meio de uma curva padrão, os perfis de migração das 

proteínas-padrão (distância percorrida no gel) com o logartimo da massa molecular. 

 

2.5. Determinação da atividade enzimática 
 

Atividade amidásica foi determinada conforme descrito por Erlanger et al. (1961), 

usando N-α-benzoil-L-Arg-p-nitroanilida (L-BApNA) como substrato na concentração 

final de 0,5 mM em 0,1 M Tris-HCl pH 8,0 com 20 mM CaCl2, 5 mM ditiotreitol (DTT) 

e 100 µL benzamidina (1 mM), inibidor de serino protease para medir somente a 

atividade de cisteíno-proteases. As velocidades foram determinadas pela formação do 

produto p-nitroanilida, através da medida da absorbância a 405 nm em 

espectofotômetro, utilizando-se para os cálculos de atividade o coeficiente de extinção 

molar de 8.800M-1.cm-1 para o produto. 

O pH de melhor atividade enzimática foi determinado a 25 ºC usando L-BApNA 

como substrato, seguindo o sistema de tampão MacIlvaine com pH variando de 3,0 a 

6,0 e Tris-HCl com pH de 8,0 a 9,0, todos com intervalo de 0,5. Em todos os tampões 

foi adicionado 5 mM de DTT, 20 mM de CaCl2 e 1mM de benzamidina. 

O efeito da temperatura sob a atividade da enzima foi avaliado usando banho 

maria nas temperaturas variando de 15 a 70°C em intervalos de 0,5. L-BApNA foi 

usado como substrato para avaliar o efeito da temperatura em Tris-HCl 0,1 M pH 8,0 

contendo 20 mM CaCl2, 5 mM DTT e 1 mM benzamidina. As amostras permaneceram 

por 5 minutos em cada temperatura. Uma série de três replicatas foram utilizadas para 

quantificar a atividade da enzima e a leitura foi feita em A405nm por 2,5 min (Oliveira, 

et al., 2005). 
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2.6. Eletroforese de peptídeos obtidos da degradação de caseína 
 

Alíquotas de 50 µL de uma solução de caseína (1,5mg/mL Tris HCl 0,1M pH 7,5) 

foi adicionada a 20 µL da amostra contendo a enzima purificada e a solução foi 

incubada por 3 horas a 37ºC. O precipitado foi dissolvido em 25 µL de tampão de 

amostra, os tubos foram aquecidos a 95ºC por 3 min e submetidos a eletroforese 

(Laemmli 1970). Para os ensaios com inibidor, as amostras foram incubadas por 30 min 

com os seguintes inibidores: 2 mM TCLK, 2 mM benzamidina, e 20 µM E-64. As 

condições de temperatura e a degradação da caseína foram verificadas como descrito 

acima. 

 

2.7. Efeito de CaCl2 e NaCl2 

 

Para testar o efeito de diferentes concentrações de CaCl2 e NaCl2 sob a atividade 

da enzima parcialmente purificada, o extrato enzimático foi adicionado a uma solução 

de 0,5 mM L-BApNA em 0,1 M Tris-HCl pH 7,5, 5 mM DTT e 1 mM benzamidina. A 

concentração final de sódio e cálcio variou de 0 a 40 mM. 

 

2.8. Efeito de inibidores de protease 
 

Inibidores de protease foram selecionados para testar seu efeito sobre a atividade 

de proteases das frações parcialmente purificadas, usando concentrações crescentes dos 

inibidores, de acordo com trabalhos publicados. Os ensaios com inibidores foram 

conduzidos usando os seguintes inibidores e concentrações: tosil-L-lisina clorometil 

cetona (TLCK, 0,005 – 1,0 mM), pepstatina (0,05 - 10 µM), trans-(epoxisuccinil)-l-

leucilamino-4-guanidinobutano (E-64, 0,001 – 0,01 mM) e ácido 

etilenediaminetetraacetico (EDTA, 10 - 100 mM, inibidor de metalo-proteases). As 

amostras das enzimas parcialmente purificadas foram incubadas por 15 min com os 

inibidores de diferentes proteases e L-BApNA foi subseqüentemente adicionado a 

mistura, incubado por mais 15 min e a atividade amidásica foi determinada como 

previamente descrita. 
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2.9. Parâmetros cinéticos  
 

Determinação dos parâmetros cinéticos KM  app e Vmax app foi conduzida em Tris-

HCl 0,1 M pH 7,5 contendo 20 mM CaCl2, 5 mM DTT, 1 mM benzamidina e o 

substrato L-BApNA com concentrações variando de 0,05 a 1,2 mM. A atividade 

amidásica foi verificada conforme descrito acima. Os parâmetros cinéticos foram 

determinados por regressão não linear usando o programa SigmaPlot (SPSS, 2000). 

 

2.10. Análises estatísticas  
 

Os resultados da atividade enzimática em cada experimento foram submetidos a 

análise de variância univariada e as médias foram comparadas usando o teste LSD de 

Fisher (p < 0,05) (PROC GLM SAS Institute 2002). Regressões não-lineares, a equação 

de Michaelis-Menten, foram realizadas para estimar os parâmetros cinéticos (KM app e 

Vmax app) utilizando o procedimento de ajuste de modelos do SigmaPlot (SPSS 2000). Os 

resultados dos bioensaios de inibição foram submetidos a análise de próbite (PROC 

PROBIT; SAS Institute 2002) para avaliar o potencial de inibição e estimar a 

concentração que inibe 50% da atividade enzimátia (I50).  

 

3. Resultados  

3.1. Purificação de cisteíno proteases 
 

O processo de dissecar o intestino de S. zeamais é complexo, por isso o extrato 

de todo o inseto foi utilizado para a purificação de cisteíno proteases de uma população 

susceptível e duas resistentes a piretróides (com e sem custo associado à resistência) do 

gorgulho do milho S. zeamais. Cisteíno proteases foram parcialmente purificadas 

usando coluna de afinidade thiol-sepharose. O fator de purificação foi de 87,5 a 170,7, 

com um rendimento de 3,75 a 6% e com atividade específica de 17,000 a 36,300 

nM/min/mg proteína (Tabela 1). A população resistente sem custo do gorgulho do 

milho teve menor atividade enzimática e fator de purificação, em comparação com a 

população susceptível (aproximadamente metade). Porém o rendimento foi 1,6 vezes 

maior em relação a população susceptível.  
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Tabela 1 

Purificação de cisteíno protease de uma população susceptível e duas resistentes a 

piretróides (resistente custo e resistente sem custo) do gorgulho do milho S. zeamais. 

Etapas da 

purificação 

 

Populações 

Atividade 

total 

(nM/min) 

Atividade 

específica 

(nM/min/mg) 

Fator de 

purificação 

Rendimento 

(%) 

Extrato 

bruto 

Susceptível 27 212 1,0 100,00 

Resistente com custo 40 300 1,0 100,00 

Resistente sem custo  28 200 1,0 100,00 

Dialisado Susceptível 36 363 1,7 87,69 

Resistente com custo 41 450 1,5 82,44 

Resistente sem custo  29 270 1,3 74,57 

Coluna de 

afinidade 

Aprotinina  

Susceptível 23 454 2,1 29,33 

Resistente com custo 16 228 0,7 18,26 

Resistente sem custo  17 240 1,2 20,64 

Coluna 

Thiol-

Sepharose  

Susceptível 14 36300 170,7 3,75 

Resistente com custo 23 32000 106,5 5,00 

Resistente sem custo  21 17000 87,5 6,00 

 

O perfil cromatográfico, correspondente a aplicação do extrato enzimático na 

coluna de afinidade thiol sepharose, está representado pela figura 1. Um pico de 

atividade para o substrato testado foi observado.  
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Figura 1. Perfil cromatográfico do extrato enzimático do gorgulho do milho Sitophilus 

zeamais em coluna de afinidade thiol-sepharose equilibrada com 0,1 M Tris-HCl, 0,5 M 

NaCl2 pH 7,5 e 1 mM EDTA. As proteínas foram eluídas 0,1M Tris-HCl pH 7,5, 25 

mM DTT e 1 mM EDTA. Substrato usado: L-BapNA. Absorbância em 280 nm (□); 

Atividade (µM.min-1) (♦).  

 

Obteve-se uma purificação satisfatória com o extrato das três populações de S. 

zeamais, conforme pode ser observado pela separação de proteínas das frações 

purificadas na SDS-PAGE (Fig. 2). Uma única banda de massa molecular estimada em 

74,000 daltons ficou visível na fração purificada da população susceptível, enquanto 

duas bandas apareceram nas amostras purificadas das populações resistentes. A massa 

molecular dessas bandas foram respectivamente 72,000 e 83,000 daltons para a 

população resistente sem custo e 68,000 e 74,000 daltons para a população resistente 

com custo. Outros insetos tais como Sarcophaga peregrine, Bombyx mori, Drosophila 

melanogaster e Acanthoscelides obtectus possuem cisteíno com massa molecular de 

aproximadamente 50,000 daltons (Homma et al., 1994; Matsumoto, et al., 1995; Melo 

et al., 2003). 
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Figura 2. SDS-PAGE de cisteíno proteases parcialmente purificada de uma população 

susceptível e duas resistentes a piretróides (resistente custo e resistente sem custo) do 

gorgulho do milho, S. zeamais. 

 

3.2. Atividade proteolítica 
 

A atividade proteolítica da fração purificada das três populações de S. zeamais 

foi detectada com caseína (Figura 3). A pré-incubação da fração purificada foi feita com 

caseína e com inibidores. E-64, um inibidor de cisteíno protease, inibiu a degradação de 

caseína pela enzima parcialmente purificada das três populações estudadas. EDTA, 

benzamidina e TLCK não foram tão eficazes na inibição da degradação de caseína pela 

enzima purificada das três populações, exceto TLCK para a população resistente sem 

custo. As três populações tiveram um comportamento diferente, na degradação de 

caseína, quanto aos inibidores utilizados sugerindo que as cisteíno proteases 
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parcialmente purificadas das três populações representam diferentes isoformas de 

cisteíno. 

Caseína
(controle)

Caseína
+

proteases
+

E-64

Caseína
+

proteases
+

TLCK

Caseína
+

proteases
+

EDTA

Caseína
+

protease
+

benzamidina

(A) População Susceptível

(B) População resistente com  custo

(C) População resistente sem custo  
Figura 3. SDS-PAGE degradação da caseína e inibição de cisteíno proteases 

purificadas de uma população susceptível (A) e duas resistentes a piretróides (resistente 

com custo (B) e resistente sem custo (C)) do gorgulho do milho, S. zeamais. Inibidores 

(20 µl) de cisteíno protease (E-64 a 20 µM), serino protease (benamidina a 12 mM, e 

TLCK a 0,1 mM) e metaloprotease (EDTA a 12 mM) foram incubados com a enzima 

parcialmente purificada e o substrato (caseína).  Caseína. 
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3.3. Propriedades bioquímicas  
 

A atividade da enzima parcialmente purificada das três populações em diferentes 

pH foi determinada a 25ºC com o substrato L-BApNA. O perfil de atividade de cisteíno 

da população resistente com custo teve dois picos de atividade em diferentes valores de 

pH (4,0 e 7,5), já a população susceptível e a resistente sem custo tiveram apenas um 

pico de atividade 8,0 e 7,5, respectivamente (Fig. 4). Estes resultados indicam a 

presença de diferentes formas da enzima. Como os picos de atividade foram observados 

nos pH 7,0 e 8,0 para as três populações, todos os ensaios subseqüentes foram 

conduzidos em pH 7,5. 
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Figura 4. Efeito do pH sobre a atividade de cisteíno protease purificada de uma 

população susceptível e duas resistentes a piretróides (resistente com custo e resistente 

sem custo) do gorgulho do milho, S. zeamais. Cada símbolo representa a média e o erro 

padrão das três replicatas (n = 3). 

 

A temperatura de melhor atividade da enzima purificada variou entre as 

populações (Fig. 5). O maior valor de atividade foi obtido entre 30 e 40°C para a 

população resistente com custo, 45 e 50ºC para a população resistente sem custo e 40 e 

45ºC para a população susceptível. 
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Figura 5. Efeito da temperatura sobre a atividade de cisteíno protease purificada de uma 

população susceptível e duas resistentes a piretróides (resistente com custo e resistente 

sem custo) do gorgulho do milho, S. zeamais. Cada símbolo representa a média e o erro 

padrão das três replicatas (n = 3). 

 

A atividade de cisteíno purificada das três populações de S. zeamais aumentou 

com as crescentes concentrações de cálcio até 10 mM e diminuiu com concentrações 

maiores (Fig. 6A). Ligações de cálcio aos resíduos de aminoácido da tripsina produz 

uma mudança conformacional e em temperaturas mais baixas, esse complexo torna a 

conformação mais rígida impedindo que ocorra autólise (Sipos e Merkel, 1970; Vajda e 

Garai 1981). Como L-BApNA, o substrato utilizado neste trabalho, é o substrato para 

cisteíno e também para serino proteases (distinguidos apenas pela adição do inibidor de 

serino protease, benzamidina, na mistura de reação), a estrutura da enzima deve ser 

semelhante e conter sítios de ligação de cálcio. Estes resultados sugerem que as enzimas 

proteolíticas do tipo cisteíno proteases parcialmente purificadas das três populações de 

S. zeamais, possivelmente estejam sendo estabilizadas por íons cálcio, levando a uma 

mudança na conformação das moléculas de enzima e melhorando o posicionamento do 

centro ativo, acarretando assim aumento da atividade na presença de 10 mM de íons 

cálcio. 
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A atividade de cisteíno protease purificada da população resistente com custo, 

utilizando L-BApNA como substrato, foi significativamente maior a 10 mM NaCl2 em 

relação a população susceptível, que não teve a atividade alterada na presença de NaCl2. 

Já a população resistente sem custo reduziu a atividade de cisteíno em todas as 

concentrações de NaCl2 testadas (Fig 6B). Cisteíno purificada das três populações 

tiveram um comportamento diferente em relação a presença de NaCl2. A presença deste 

sal na solução altera a estabilidade e conformação da enzima, reduzindo ou aumentando 

a atividade proteolítica, dependendo do arranjo conformacional.  
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Figura 6. Efeito de Ca++ (A) e Na++ (B) sobre a atividade de cisteíno protease purificada 

de uma população susceptível e duas resistentes a piretróides (resistente com custo e 

resistente sem custo) do gorgulho do milho, S. zeamais. Cada símbolo representa a 

média e o erro padrão das três replicatas (n = 3). 
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3.4. Parâmetros cinéticos 
 

Cisteíno proteases, purificadas das três populações apresentaram curva de 

concentração versus velocidade do tipo hiperbólica, seguindo o modelo cinético de 

Michaelis-Menten na faixa de concentração de 0,05 a 3 mM do substrato analisado (Fig. 

7). A afinidade de cisteíno proteases purificadas (representado pelo valor de KM app), 

foram estimadas para cada população (Tabela 2). Nenhuma diferença significativa entre 

as populações de S. zeamais (p > 0.05) foi observada, em relação aos valores de 

afinidade para o substrato (i.e. KM app) das cisteíno purificadas (Tabela 2). O valor de KM 

app encontrado aqui é semelhante ao obtido por outros autores para cisteíno usando p-

nitroanilida como substrato (Pereira et al. 2001; Mohamed et al. 2005). O valor de KM 

app para cisteíno é maior do que o de serino proteases, indicando que tripsinas-like tem 

mais afinidade por L-BApNA do que cisteíno.  

Em contraste com os valores de KM app, os quais foram similares entre as 

populações de S. zeamais, a atividade (i.e., valores de Vmax app) das cisteíno proteases 

difere entre as populações. As Vmax app para cisteíno purificada da população resistente 

com custo foi 5x maior do que Vmax app da população susceptível e a eficiência de 

hidrólise da população resistente sem custo foi 3x mais rápida do que a população 

susceptível. 

 

Tabela 2 

Parâmetros cinéticos de cisteíno proteases purificadas de uma população susceptível e 

duas resistentes a piretróides (resistente com custo e resistente sem custo) do gorgulho 

do milho S. zeamais. Resultados são reportados com a média ± erro padrão (n = 3). 

Média seguida da mesma letra na coluna não são significativamente diferente entre si 

pelo teste de Fischer’ s LSD (P < 0,05). 

População KM app (mM) Vmax app (µM/s/mg) 

Susceptível 0,38 ± 0,04 a 10,40 ± 0,32 c 

Resistente com custo 0,39 ± 0,04 a 53,10 ± 1,90 a 

Resistente sem custo 0,42 ± 0,05 a 32,04 ± 1,20 b 
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Figura 7. Gráfico de Michaelis-Menten de cisteíno proteases purificadas de uma 

população susceptível e duas resistentes a piretróides (resistente com custo e resistente 

resistente sem custo) do gorgulho do milho, S. zeamais (P < 0,001; R2 > 0,94). Cada 

símbolo com sua barra de erro representa a média e o erro padrão das três replicatas (n = 

3). 

3.5. Efeito de inibidores  
 

O efeito de inibidores específicos sobre a atividade de cisteíno parcialmente 

purificadas foi diferente entre as populações, exceto para EDTA (inibidor de 

metaloprotease), que não difere entre as populações com uma porcentagem de inbição 

inferior a 50% (Tabela 3). Pepstatina, um inibidor de aspártil protease, também teve 

uma porcentagem de inibição baixa (≤ 32%) sobre a atividade de cisteíno proteases 

purificadas. A enzima purificada da população resistente sem custo foi 

significativamente mais tolerante a estes inibidores de cisteíno protease, em comparação 

com as outras duas populações. Cisteíno proteases purificadas da população susceptível 

e resistente sem custo foram fracamente inibidas por TLCK (≤ 25% inibição), enquanto 

a atividade de cisteíno proteases da população resistente com custo foi 

significativamente mais sensível a este inibidor (Tabela 3). O inibidor de cisteíno 
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protease E-64 foi o inibidor mais efetivo para as enzimas purificadas das três 

populações do gorgulho do milho, S. zeamais, com porcentagem de inibição maior para 

a população susceptível.  

 

Tabela 3  

Porcentagem de inibição após o tratamento com diferentes inibidores de enzimas 

proteolíticas. Os resultados são reportados como a média ± erro padrão (n = 3). Média 

seguida da mesma letra na linha não são significativamente diferente entre si pelo teste 

LSD de Fischer ( P < 0.05). 

Inibição  Concentração 

(mM) 

Inibição (%) 

Susceptível Resistente com custo Resistente sem custo 

TLCK 1,28 25,12 ± 8,18 b 58,99 ± 7,19 a 13,49 ± 7,21 b 

Pepstatin 0,01 30,68 ± 4,05 a 32,75 ± 3,63 a 18,13 ± 3,14 b 

EDTA 100,00 40,18 ± 4,67 a 46,72 ± 3,91 a 34,87 ± 2,92 a 

E-64 0,20 91,00 ± 1,96 a 71,01 ± 6,44 b 52,38 ± 2,54b 

 

A atividade de cisteíno proteases das três populações do gorgulho do milho 

foram ainda caracterizadas através de bioensaios (in vitro) com inibidor específico de 

cisteíno protease E-64. As curvas foram estabelecidas seguindo o modelo de próbite 

(baixo χ2 (< 4,0) e P > 0,05), o qual permite estimar o valor de I50, concentração 

requerida para inibir 50% da atividade da enzima. O valor de I50 para E-64 foi 

significativamente maior para a população resistente sem custo, seguido da população 

resistente com custo e susceptível, que foi mais sensível a este inibidor (Fig. 8). 
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Figura 8. Concentração de E-64 (mM) requerida para inibir 50% da atividade da 

enzima (I50) para cisteíno proteases de uma população susceptível e duas resistentes a 

piretróides (resistente com custo e resistente sem custo) do gorgulho do milho, S. 

zeamais. Resultados são reportados como a média ± erro padrão (n = 3). Médias 

seguidas pela mesma letra na linha não são significativamente diferente entre si pelo 

teste LSD e Fischer ( P < 0,05). 

 

 

 

4. Discussão  
 

Cisteíno proteases, uma das principais classes de proteases do gorgulho, foram 

purificadas de uma população susceptível e duas resistentes a inseticidas piretróides do 

gorgulho do milho (resistente com custo e resistente sem custo) usando cromatografia 

de afinidade thiol-sepharose. O reconhecimento das proteases purificadas como sendo 

do tipo cisteíno protease foi feito através da caracterização, parâmetros cinéticos e 

sensibilidade a inibidores. A enzima parcialmente purificada das três populações 

hidrolisou caseína, bem como o substrato sintético, L-BApNA. Íons cálcio (Ca++) a 10 
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mM, aumentam a atividade proteolítica de cisteíno proteases purificadas das três 

populações. A presença de sódio (Na) aumentou a atividade da enzima purificada, 

somente para a população resistente sem custo, as cisteíno proteases purificadas da 

população susceptível e resistente com custo tem um comportamento diferente, a 

presença de Na praticamente não altera a atividade da enzima. E-64 (um inibidor 

específico para cisteíno protease) inibiu eficientemente a atividade das enzimas 

purificadas, ao contrário dos outros inibidores de proteases (EDTA para 

metaloproteases, pepstatina para aspartil proteases e TLCK para serino proteases), como 

esperado para cisteíno proteases (Pereira et al., 2001; Salvasen e Nagase, 2001; 

D’Avila-Levy et al., 2003; Melo et al., 2003; Mohamed et al., 2005; Oliveira et al., 

2005). A cisteíno protease purificada da população susceptível foi bem mais sensível a 

inibição por E-64, provavelmente devido a sua maior eficiência no processo de 

purificação de cisteíno protease. 

A eficiência de purificação variou, entre as três populações, com nível de 

purificação bom para as três (entre 87,5 e 170,7x). A eficiência de purificação durante 

os processos de cromatografia foi maior para a população susceptível, que teve o menor 

rendimento e consequentemente maior atividade específica de cisteíno protease 

comparada com as populações resistentes. A SDS-PAGE das frações purificadas 

revelou uma única banda de massa molecular 74,000 daltons na população susceptível, 

e duas bandas de 72,000 e 83,000 daltons na população resistente com custo e 68,000 e 

74,000 daltons na população resistente sem custo. Esse valor de massa molecular é 

semelhante ao já reportado para outras espécies de Sitophilus (Matsumoto et al., 1998) e 

maior do que o reportado para cisteíno proteases de outras espécies de insetos, 

geralmente por volta de 50,000 daltons (Homma et al., 1994; Matsumoto et al., 1995, 

1997; Melo et al., 2003). Provavelmente as cisteíno proteases purificadas das três 

populações pertencem a família 3, as quais são maiores do que os membros das outras 

duas famílias, são moléclas mais complexas com massa molecular de 60 a 120 kDa. 

Cisteíno proteases purificadas das três populações de S. zeamais tem um 

comportamento diferente quanto a degradação de caseína e ação de inibidores; as 

proteases purificadas foram inibidas pelo inibidor específico de cisteíno E-64, sendo a 

enzima purificada da população resistente com custo a menos sensível, o que também 

pode ser comprovado pelo seu maior valor de I50. O perfil de atividade de cisteíno 

proteases em diferentes pH e temperatura foi diferente entre as populações, já a 
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afinidade de cisteíno proteases pelo substrato (KM app) foi similar entre as três 

populações. A atividade (Vmax app) de cisteíno proteases purificadas da população 

resistente com custo foi 3x e 5x maior do que as Vmax app da população resistente sem 

custo e susceptível respectivamente. Estes resultados, indicam a existência de diferentes 

isoformas de cisteíno proteases, uma diferença quantitativa entre as três populações.  

Acredita-se que uma maior atividade de cisteíno proteases nas populações 

resistentes a inseticidas do gorgulho do milho pode mitigar o custo fisiológico (e o custo 

adaptativo) usualmente associado à resistência a inseticidas (Araújo et al., 2008a). Se 

assim for, diferentes isoformas e maior atividade de cisteíno proteases são esperadas nas 

populações resistentes, principalmente na população resistente sem custo fisiológico 

associado à resistência a inseticidas. No entanto, embora populações resistentes tenham 

maior atividade de cisteíno proteases do que a população susceptível, esta atividade foi 

maior para a população resistente com custo, comparado com a resistente sem custo. O 

aumento da atividade de cisteíno proteases parece desempenhar um papel secundário 

quanto a mitigação do custo usualmente associado à resistência a inseticidas. O aumento 

da atividade de serino proteases e amilases é, provavelmente, o principal mecanismo 

fisiológico que diminui o custo adaptativo associado à resistência a inseticidas, 

conforme reportado nas investigações preliminares com populações resistentes do 

gorgulho do milho (Guedes et al., 2006; Araújo et al., 2008ab). 

Resistência a inseticidas foi associada a uma maior atividade de cisteíno proteases 

nas populações do gorgulho do milho resistentes a inseticidas estudadas. Esta maior 

atividade de cisteíno proteases tem um importante papel no aumento e mobilização de 

energia e no fornecimento de aminoácidos para manter os mecanismos de resistência, o 

desenvolvimento e a reprodução do inseto (Ahmed et al., 1998; Scott 1999; Wilkins et 

al., 1999; Guedes et al., 2006), quando comparado com a população susceptível. 

Provavelmente a vantagem metabólica conferida pela elevada atividade de diferentes 

cisteíno proteases das populações resistentes de S. zeamais estejam provendo um 

aumento de aminoácidos livres, produto da degradação proteolítica (peptídeos e 

proteínas), importantes para a síntese de enzimas destoxificativas como citocromo p450, 

monoxigenases, glutationa-S-transferase e esterases, bem como suprindo a energia 

requerida durante o estresse provocado pelo inseticida. 
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Considerações Finais 
 

 

Em continuação aos estudos com  populações de Sitophilus zeamais, resistentes 

a inseticidas piretróides, serino e cisteíno proteases foram purificadas de uma população 

susceptível e duas resistentes, com e sem custo fisiológico associado a resistência. O 

objetivo foi verificar o espectro destas enzimas nestas populações e quais seriam os 

possíveis mecanismos que possibilitariam a mitigação deste custo na população 

resistente sem custo fisiológico associado. 

Quanto a purificação de serino proteases tripsinas-like, pode-se sugerir que as 

populações resistentes são mais eficientes, uma maior atividade de serino protease 

ocorre em decorrência de uma maior produção de enzimas e expressão de isoformas, o 

que possibilita mitigar o custo fisiológico associado a resistência sem comprometer o 

desenvolvimento normal.  

Cisteíno proteases parece ter um papel secundário quando a mitigação do custo 

fisiológico associado a resistência. Conforme observado o espectro de cisteíno protease 

é diferente entre as três populações analisadas, apresentam um comportamento distinto 

quanto aos ensaios com inibidores, pH e parâmetros cinéticos. Há uma diferença 

estrutural e qualitativa entre as populações estudadas. A eficiência de purificação foi 

melhor para a população susceptível, obtendo-se um material bem mais homogêneo, 

comparado com as populações resistentes. 

Esses resultados corroboram com as diferenças observadas para a atividade de 

proteases do extrato bruto dessas três populações de S. zeamais, confirmando a hipótese 

do envolvimento de enzimas proteolíticas mitigando o custo fisiológico associado com a 

manutenção dos mecanismos de resistência a inseticidas do gorgulho do milho. Outros 

trabalhos ainda devem ser feitos para evidenciar ainda mais estes resultados, como a 

utilização de outros métodos de purificação de proteínas para separar isoformas, pois a 

existência de isoenzimas permite o ajuste do metabolismo para satisfazer as 

necessidades de desenvolvimento. Com a pressão de seleção indivíduos mais eficientes, 

quanto a utilização e armazenamento de energia, são selecionados e com isso o custo 

fisiológico associado a resistência tende a diminuir. 


