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RESUMO

O Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionodae) € um besouro de coloracéo
vermelho castanho bastante conhecido por ser uma praga de armazenamento de
grios e causar perdas econdémicas no setor agricola. E amplamente utilizado em
estudos para controle de pragas através de produtos naturais como plantas com
substancias inseticidas, utilizados também em estudos genéticos, bioquimicos e
metabolismo. Notando que existem estudos relevantes de caseina como 6tima fonte
proteica para animais e humanos, pretendeu-se investigar se a mesma causaria
alguma alteracdo na bioquimica do inseto através de sua ingestdo. As andlises feitas
por metodologias de medicao de triglicerideos e acucares totais ajudaram a analisar
dois 6rgdos de suma importancia do inseto: corpo gorduroso e intestino. Por fim,
observou-se diferenca entre os grupos estudados sendo a analise de triglicerideos a

mais satisfatoria.

Palavras chaves: Tribolium castaneum; Caseina.



ABSTRACT

Tribolium castaneum (Coleoptera: Tenebrionodae) is a brownish-red beetle well
known for being a pest of grain storage and causing economic losses in the agricultural
sector. It is widely used in studies to control pests through natural products such as
plants with insecticidal substances, as well as in genetic, biochemical and metabolism
studies. Noting that there are relevant studies on casein as an excellent source of
protein for animals and humans, the aim was to investigate whether it would cause any
changes in the insect's biochemistry through its ingestion. Analyses using triglyceride
and total sugar measurement methodologies helped to analyze two of the insect's most
important organs: the fat body and the intestine. Finally, there were differences

between the groups studied, with the triglyceride analysis being the most satisfactory.

Palavras chaves: Tribolium castaneum; Casein.
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1 INTRODUCAO

Pragas de insetos resultam em grandes perdas de grdos de alimentos
armazenados, milho, farinha, farelo especialmente em ambientes tropicais e
semitropicais. Sendo assim, necessario desenvolver inseticidas seguros e eficazes
contra estes insetos. Porém, nem sempre esta alternativa é benéfica ao meio
ambiente, animais e seres humanos, pois, o0 risco de poluicdo ambiental,
contaminacdo de alimentos mesmo que em baixa escala, toxicidade e em alguns
casos algum tipo de cancer. Por isso, modelos como o inseto Tribolium castaneum &
amplamente utilizado em pesquisas para controle de pragas (TRIPATHI, 2001).
Também, tem se destacado como modelo de estudo para evolu¢cdo de mecanismos
gue controlam o desenvolvimento embrionario em artropodes, ja que existem muitas
ferramentas moleculares e genéticas disponiveis para estudos com o T. castaneum
(Macaya, C.C., Saavedra, P.E., Cepeda, R.E. et al, 2016). Estudos de Metabolismo
de insetos ja vem sendo bastante descrito em literatura para este inseto,
principalmente em relagéo a digestdo e metabolismo de lipideos provenientes de sua
dieta. Como j& sabemos o leite € um dos alimentos mais completos encontrados
disponiveis em nosso meio, sendo em sua maior parte constituido por proteinas, na
qual se divide em caseina e proteinas do soro. Sendo a caseina importante na
alimentacdo para humanos, pois possui alto valor bioldgico. Seria interessante saber
se pode haver alguma interferéncia na parte bioquimica do inseto apés a ingestédo de
caseina através de sua alimentac@o. Analisando seus principais 6rgaos entre eles
corpo gorduroso e intestino que sao importantes em seu metabolismo. O estudo da
ingestéo de caseina na alimentacao do inseto pretende elucidar possiveis alteracdes
bioquimicas do inseto, através de metodologias ja conhecidas como analise de
triglicerideos e acucares totais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Insetos como modelo de estudo

Existem varios motivos para a utilizacdo de insetos como modelos de estudos
e posterior efetivacdo em experimentos. Primeiramente, é encontrado em abundancia
no meio ambiente e em diversas espécies, altamente adaptados e desenvolvidos ao
meio em que vive, tem grande sucesso evolutivo, além de serem encontrados em
todos os lugares e épocas do ano. A facil manutencdo e manuseio em laboratorio,
associados ao seu ciclo de vida curto, mas rapida reproducédo e tamanho reduzido o

tornam de grande valia para a ciéncia.
2. 1. 1 Drosofila megalonaster

Dentre os modelos mais estudados temos a Drosofila megalonaster. Segundo
SILVA ROQUE (2016), citado por Eisenhardt (2016) as moscas séo insetos da ordem
Diptera, e seu representante mais estudado é a D. melanogaster. As drosofilas séo
insetos pequenos, que se alimentam de leveduras em frutos ja caidos e em estado de
decomposicao, ndo sendo prejudiciais para a agricultura e por isso ficaram conhecidas
como as moscas das frutas. Esta espécie de mosca apresenta dimorfismo sexual. As
fémeas tém cerca de 2,5 milimetros (mm), apresentam uma alternancia tipica de listas
claras e escuras no abdomen. Os machos, além de serem, geralmente, menores que
as fémeas, apresentam a extremidade do abdémen negra. Esta espécie € uma das
mais utilizadas em experiéncias genéticas, sendo de extrema importancia para a
biologia (SILVA ROQUE 2016).

Segundo GOTTSCHALK (2008), citado por SILVA (2018) no Brasil séo
conhecidas mais de 300 espécies de drosofilideos, muito apropriados para estudos
ecoldgicos voltados a Biologia da Conservacgao, em virtude de sua ampla distribuicéo
geografica; ao elevado numero de espécies e de individuos; ao conhecimento
taxondémico da familia; facil captura e manipulacdo em laboratorio; e por serem
sensiveis as mudancas ambientais (POWELL, 1997, apud SILVA 2018).

Além disso, muitos sistemas e 6rgdos de mamiferos tem genes homaélogos bem
conservados em drosoéfilas. Inicialmente, a mosca da fruta foi um organismo essencial
para se chegar as informacgfes de genética classica, sendo reconhecida e utilizada
posteriormente como ferramenta para estudos de diferentes problemas biologicos.

Nos ultimos 50 anos, estudos genéticos usando este organismo modelo vém sendo
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aplicados para decifrar os principais mecanismos que sustentam uma variedade de
fundamentos bioldgicos e seus processos, incluindo sinaliza¢ao celular, ciclo celular,
sistema nervoso, comportamento, desenvolvimento e aspectos de doencas humanas
(SILVA ROQUE, 2016), citado por Eisenhardt (2016)

2.1.2 Abelha (Hymenoptera)

Abelhas vivem em contato direto com meio ambiente, coletando assim pélen,
néctar, agua e resina para sua colénia sendo devidamente puras e livres de
contaminantes (JACOB, 2012). Sendo assim, as abelhas se tornaram indicadores
ambientais, pois correspondem a contaminacées quimicas do ambiente em que estédo
inseridas, demonstrando alta mortalidade, caracteristicas morfolégicas que indicam
impactos ambientais rural ou industrial, além de serem importantes na polinizacdo de
flores silvestres e cultivadas (JACOB, 2012).

Dentre alguns estudos na qual a abelha se destaca como modelos damos
énfase ao campo na neurociéncia, onde o cérebro da abelha sendo um dos mais
simples entre os vertebrados tem seu sistema visual rico e bastante similar ao dos
primatas incluindo o homem, em relacéo a processos cognitivos de percepcao visual
e termos psicofisicos. Tudo isso foi comprovado por um estudo realizado por Daumer
(1956) em que fica claro que as abelhas tem viséo tricromatica e em cores (PAGY,
2013). As abelhas tem capacidade de memorizar e aprender padrdes visuais como

formas, direcdo, contrastes, intensidade de luz, movimentos e outros (PAGY, 2013).
2. 1. 3 Tribolium castaneum

Insetos pragas que atacam graos armazenados tém causado grande impactos
econdmicos. Dentre estes insetos destaca-se o Tribolium castaneum (Herbts)
(Coleoptera: Tenebrionidae) que também pode alimentar-se de farinha, farelo, racéo,
gréos (SILEEM, 2019) (Figura 1).

O inseto é cosmopolita e possuindo metamorfose completa (ovo, larva, pupa e
adulto), os estagios larvais e adultos sdo totalmente distintos morfologicamente.
Devido ao seu ciclo de vida curto, disponibilidade de genoma completo sequenciado

T. castaneum torna-se um modelo completo para estudos (GOMES, 2022) (Figura 1).

Para o desenvolvimento embrionario do inseto a temperatura adequada esta

entre 22 e 32 ° C, com a temperatura estavel em 32°C temos a diminuicdo da
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metamorfose de 74 dias a 22,5 ° C para cerca de 23 dias a 32 ° C, o que é étimo para
estudos genéticos em larga escala (Klingler et. al 2022).

Para controle deste inseto praga faz-se o uso de inseticidas sintéticos e
fumigantes, o que tem causado problemas ao ambiente, além do aumento dos custos
de aplicacao, resisténcia de praga e efeitos nocivos a outros organismos no ambiente
e toxicidade direta aos humanos (SILEEM, 2019).

T. castaneum séo de facil cultivo precisando alimenta-los por exemplo farinha
de trigo integral, que € rica em nutrientes para ele. Somente para a coleta de ovos, 0s
besouros sédo mantidos em farinha branca, além de que, o inseto ndo precisa ingerir
liquidos, pois derivam todos os fluidos corporais da matéria seca: a queima de amido
produz agua. E preciso que a umidade deve ser de 30%. O tempo de vida dos
besouros € aproximadamente um ano, no entanto, a taxa de postura dos ovos € alta

apenas nos primeiros 3 meses — 4 meses (Klingler et. al 2022).

Figura 1: estagio de metamorfose do inseto.

C
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Fonte: Klingler & Bucher, 2022
O T. castaneum é amplamente utilizado em pesquisas ndo somente no controle
de pragas, mas também em estudos de biologia molecular por ter genoma bastante
descrito em literatura, destaca-se também em estudos comportamentais, fisioldgicos,

bioquimicos.
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2.2 Caseina

O leite € umas das principais fontes de proteinas na alimentacdo de humanos
e animais, podendo ser considerado um dos alimentos mais completos da natureza.
O leite é constituido por agua, gordura, sais minerais, lactose e em sua maior
quantidade por proteinas que compreendem duas fragdes principais: caseinas, que
se apresentam principalmente no estado de particulas coloidais, (micelas) e proteinas
do soro, que estdo em solucao (SOARES, 2013).

As propriedades que a caseina apresenta ndo podem ser substituidas por
outras proteinas em certas aplicacdes e vem sendo produzida ha cerca de 70 anos.
Sendo comumente utilizados em formulacéo de produtos carneos, lacteos, produtos

de panificacdo, chocolates e outros (ROMAN, 2005).

A caseina € uma das maiores moléculas de proteina e por isso sua digestao é
lenta, porém, é bem absorvida tendo alto valor biolégico. A caseina auxilia na perda
de peso, aumento de for¢ca muscular e em processos anti-cabdélico, mas se consumida
em excesso pode prejudicar o funcionamento dos rins. Ocasionar problemas

coronarianos, alergias, diabetes mellitus tipo 1 (DA SILVA, 2019).

A caseina desempenha papel importante nas glandulas mamarias de animais,
pois € ela quem transporta calcio, fosfato e proteina aos neonatos. A caseina divide-
se em quatro principais tipos, sendo eles asl-caseina, as2-, p-caseina e k-caseina,
representando cerca de 38%, 10%, 35% e 15% (BRASIL, NICOLAU et. al 2015). Por
possuir regides hidrofobicas e hidrofilicas, executa atividade anfipatica; como a
conformacdo das moléculas de caseina expde seus residuos hidrofobicos elas
formaram fortes associacdes entre caseinas que as tornaram insolUveis em agua.
Além de suas sequéncias fosforiladas interagirem com fosfato de calcio, tornando-as
capazes de sequestrar fosfato de calcio, formando assim agrupamentos de ions
circundados por uma camada de proteina (BRASIL, NICOLAU et. al 2015).

Atualmente a caseina é utilizada nos estudos em relacao nutricional e impacto
ao transtorno do espectro autista, como descreve Alves (2017, p. 5) “Tendo em conta
isto, a dieta sem gluten e sem caseina surge como uma terapéutica nutricional para
melhorar os sintomas gastrointestinais e também alguns sintomas comportamentais e

sociais caracteristicos do autismo”. H4 estudos com caseina para a producdo de
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fungos entomopatogénicos para aplicagdo no controle bioldgico de insetos (Gimenes,
2014).
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3 OBETIVOS
3.1 Geral

Estudar o metabolismo energético do inseto T. castaneum frente a dieta com caseina

micelar sédica e caseina pura.
3. 1.1 Especifico

Avaliar a disponibilidade de acucares totais frente a dieta com diferentes
concentracfes de caseina micelar sédica e caseina pura no corpo gorduroso e

intestino.

Avaliar a disponibilidade de triacilglicerol frente a dieta com diferentes concentracdes

de caseina micelar sodica e caseina pura no corpo gorduroso e intestino.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Colbnia dos insetos

Os insetos sdo cultivados em coldnia prépria do Laboratorio de Bioquimica
Metabolica que esta localizado na Universidade Federal de Alagoas, 0s insetos sao
mantidos em estufa a 30°C com umidade relativa em torno de 70 e 80% e fotoperiodo
claro/escuro de 12h.

4.2 Dieta

A dieta base dos insetos consiste somente em farinha de trigo. Mas para o
presente trabalho foi inserido em sua dieta dois tipos de caseina sendo a caseina
micelar sddica e a caseina pura (ambas as caseinas sao comerciais das marcas Kasvi
e caseina pura Exodo cientifica, respectivamente) com duas concentracdes de

caseina 10 e 20%. Foram utilizados 15 adultos para cada experimento.

O trabalho foi divido em trés grupo, o grupo controle com 3,000 gramas de
farinha de trigo somente, o grupo com 10% de caseina onde se tinha 2,700 gramas
de farinha de trigo e 0,300 gramas de caseina, e o ultimo grupo que era o de caseina
20% com 2,400 gramas de farinha de trigo e 0,600 gramas de caseina. A farinha e
caseina eram pesadas separadamente e ap0s a pesagem eram maceradas juntas
para total mistura e entdo os insetos eram adicionados as suas respectivas dietas em

placas de petri. Apds 7 dias os insetos eram analisados e feitos os testes bioquimicos.
4. 3 Testes bioquimicos

Para os testes bioguimicos foram utilizados os corpos gordurosos e o intestino

do inseto.
4. 3. 1 Quantificacdo de proteinas

Todas as amostras foram padronizadas por curva de proteinas pelo método de
Bradford (1976) e entdo normalizados para 20 ug de proteinas. A metodologia desse
método consiste em utilizar a Albumina de Soro Bovino para a criagéo da curva padréo
(0,01mg/mL até 1mg/mL). Todas as leituras foram realizadas em microplaca, com as
seguintes proporgbes para a reagao: 10uL da amostra + 190uL de reagente de

Bradford, havendo um volume total de reagdo de 200 pL e para o branco foi usado
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10uL de agua no lugar a amostra. Apos preparar toda a reacdo, todas as amostradas
foram incubadas por 5 min e logo em seguida medidas as absorbancias a 595nm
como auxilio de uma leitora de microplacas (Flextation 3). Para todas as amostras

foram realizadas triplicatas e suas unidades sdo mg/ml de proteina.
4. 3. 2 Quantificacao de triacilglicerol

Para quantificar o triacilglicerol foram utilizados kits Bioclin® monoreagente
com adaptagdo. O corpo gorduroso e o intestino de aproximadamente 10 larvas de
cada grupo de analise foram macerados em 400uL de solugéo salina a 0,9% e o
homogenato foi centrifugado por 15 minutos a 10.000 rpm. A quantificacdo de
proteinas foi realizada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976) e o volume
correspondente a 20ug de proteina de cada extrato foi utilizado para medir o
triacilglicerol (TAG), utilizando as amostras obtidas e o reagente especifico. Os valores
de absorbancia obtidos foram convertidos em concentra¢cdo usando uma curva padrao
para triacilglicerol.

4. 3. 3 Quantificacao de acUcares totais

A quantificacdo dos acucares totais foi determinada pelo método fenolsulfurico
(DUBOIS et al., 1956). 20 larvas por grupo foram lavadas e secas, maceradas em 300
pl de acido perclérico. O sobrenadante foi transferido para um ependorfe. Foram
utilizados 10 pL deste sobrenadante para preparar a solucéo, adicionando 190 uL de
acido perclérico. A placa foi incubada por 10 minutos a 37°C, para posterior analise.
Foram adicionados 30 uL desta solucdo, 30 pL de fenol a 5 % e 140 uL de &cido
sulfurico a cada poco, numa placa de 96 pocos, em triplicata. A placa foi incubada por
10 minutos a 37 °C, para posterior analise em um leitor Flex Station 3 (Molecular
Devices, Califérnia, EUA) com comprimento de onda de 490nm. Os valores de
absorbancia obtidos foram convertidos para a concentragao atraves de uma curva de
calibragéao obtida usando a glicose como padrao.

4. 4 Analise estatistica

Os dados foram catalogados e analisados estatisticamente usando o software
GraphPad Prism®. As diferencas estatisticas entre os dados paramétricos e nao
paramétricos foram determinadas pela analise de variancia ANOVA unidirecional ou
bidirecional, assumindo significancia quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5. 1 Triglicerideos

Pela falta de capacidade dos insetos em sintetizar alguns metabdlitos, faz-se
preciso que o inseto através de sua alimentacdo adquira nutrientes, dessa nutricao
temos o triacilglicerol como principal componente lipidico da nutricdo (BEHMER et al,
1999). Triacilglicerol € a forma como os acidos graxos sdo armazenados para a
homeostase energética (BEENAKKERS et al. 1985).

Nos insetos o0 corpo gorduroso € analogo ao figado e o tecido adiposo, sendo
responsavel pela sintese de boa parte das lipoproteinas que esta presente na
hemolinfa, além de estocar glicogénio e ser o destino final de estocagem de lipideos
(BEENAKKERS ET AL, 1985). Ja o intestino do inseto é responsavel pela digestéo,
absorcao e transporte de lipidios ingeridos na dieta (TURUNEM et al, 1996).

Nos resultados para o teste de ingestao dos grupos de caseina micelar sodica
10% (cas10%S) e 20% (cas20%S) do corpo gorduroso (Cg), pode-se observar (figura
2) que os niveis de triglicerideos se mantiveram iguais entre si sem diferenca
significativa, tendo apenas diferenca para o grupo controle, enquanto os indices o
grupo de caseina micelar sédica do intestino (In) se mantiveram diferentes sendo a
10% inferior a do grupo 20% o que é esperado ja que o intestino de insetos somente
digere, absorve e transporta triglicerideos.

Notamos no grupo de caseina pura 10% (cas10%P) e 20% (cas20%P) que o
grupo 20% do corpo gorduroso é maior que 10% do corpo gorduroso, respectivamente
0S grupos intestinos 10% e 20% seguem 0s mesmos parametros de diferenca (figura
2).

A justificativa para tais dados se faz perante o fato de que os grupos de caseina
micelar sédica e caseina pura teve maior relevancia pois este grupo teve acesso maior
a proteina na alimentacdo do que os insetos da dieta base (farinha de trigo) o que ja
era esperado. Mas, dentre 0s grupos de caseina o de mais relevancia € a caseina
pura por ela ter maior concentracdo de proteinas (ROMAN, 2005), fez com que o

inseto tivesse mais aporte proteico para metabolizar em triglicerideos.
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Figura 2: Quantificacdo e comparacéo de triglicerideos nos grupos: controle corpo gorduroso (Cas Com
CG) e intestino (In), caseina micelar sddica 10% e 20% (cas10%S 20%) no corpo gorduroso e intestino,
caseina pura 10% e 20% (cas10%P 20%) no corpo gorduroso e intestino. Pelo pelo teste ANOVA One

Way.

Triglicerideos

Fonte: Autor, 2023.

5. 2 AglUcares totais

Quando comparamos 0 grupo controle com 0s grupos caseina micelar sodica
10% (cas10%S) e 20% (cas20%S) dos corpos gordurosos observamos mudancas
significativas onde os grupos tratados com caseina se sobressaem ao grupo controle
do corpo gorduroso (cas10%S) em relacdo ao intestino, enquanto o grupo (cas10%S)
corpo gorduroso esta muito acima do grupo controle. Se compararmos 0s grupos de
caseina micelar sédica ao grupo caseina pura observamos 0s grupos de corpo
gorduroso se destaca em relagdo ao grupo somente intestino.

Umas das possiveis explicacdes para tais resultados seria de que a maior
estocagem de lipideos do inseto fique justamente neste 6rgao — corpo gorduroso, e a
sua elevada fonte proteica advinda da alimentacéo, ndo ha tanta discrepancia em
comparacao de grupo controle e tratado, pois, a farinha de trigo também fornece
carboidratos, acucares e lipidios

No grupo de caseina 20% (figura 3 B), nota-se que existe diferenca entre o

grupo caseina micelar sddica e pura 20% em relacdo ao grupo controle, e que 0 grupo
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caseina pura 20% intestino estd elevado em relagdo ao grupo controle e grupo

caseina micelar sodica 20% tanto para intestino o corpo gorduroso.

Figura 3: Quantificacdo e comparacao de aglcares totais nos grupos: controle corpo gorduroso (Cas
Com CG) e intestino (In), caseina micelar sodica 10% e 20% (cas10%S 20%) no corpo gorduroso e

intestino, caseina pura 10% e 20% (cas10%P 20%) no corpo gorduroso e intestino. Pelo teste ANOVA
One Way.
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Fonte: Autor, 2023.

N&o ha clareza nesses dados citados acima, em relacdo ao grupo intestino
estar mais elevado que o grupo do corpo gorduroso ja que o intestino faz a funcéo de
digestédo e transporte e ndo estoca.
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6 Concluséo

Conclui-se com o presente trabalho que os estudo feitos com a caseina entre
comparacoes entre tipos e concentracdes resultou em pequenas diferengas no grupo
tratado em relac&o ao controle como era esperado. Os resultados de maior relevancia

estdo nas analises de triglicerideos.
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