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RESUMO 

 

O Rhynchophorus palmarum é a principal coleobroca que acomete palmáceas. A infestação 

de áreas de cultivo de palmáceas por R. palmarum vem causando grandes perdas econômicas 

para os produtores nos últimos anos, pois este inseto é vetor do nematoide Bursaphelenchus 

cocophilus, agente causal da doença do anel vermelho. O controle dessa praga vem sendo 

realizado por remoção mecânica com o auxílio de armadilhas que utilizam feromônio de 

agregação para facilitar a captura ou por uso de fungos entomopatogênicos. Devido à ausência 

de formas de controle, a biologia do inseto tem sido estudada a fim de identificar novos alvos 

para controle. As enzimas digestivas constituem importantes alvos porque são indispensáveis 

para o desenvolvimento do inseto ao longo de seus estágios. O objetivo do presente trabalho 

foi caracterizar a atividade Triacilglicerol-lipase, a fim de entender seu funcionamento e 

estudá-la como potencial alvo para controle. A atividade TAG-lipase foi caracterizada em 

diferentes tecidos digestivos do inseto, pois constitui componente importante para a digestão e 

mobilização energética em insetos, já que os lipídios são os principais componentes da sua 

dieta. Testes de inibição da enzima foram realizados com compostos guanilidrazonas que 

demonstraram inibição significativa sobre a atividade enzimática. Assim, a TAG-Lipase pode 

constituir novo alvo para controle vetorial e estudos mais aprofundados são necessários.  

 

Palavras-chave: Rhynchophorus palmarum, Triacilglicerol-lipase, guanilidrazonas, lipídios, 

lipases digestivas, inibidores de lipases.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

The Rhynchophorus palmarum is the main coleobroca affecting palms. The infestation of 

cultivated land of palm trees by R. palmarum is causing great economic losses for producers 

in recent years, because this insect is the vector nematode Bursaphelenchus cocophilus, causal 

agent of red ring disease. Control of this pest is being accomplished by mechanical removal 

with the help of traps that use aggregation pheromone to facilitate the capture or use of 

entomopathogenic fungi. Due to the lack of ways to control insect biology has been studied to 

identify new targets for control. Digestive enzymes are important targets because they are 

indispensable for the development of the insect throughout its stages. The activity of 

triacylglycerol-lipase (TAG-lipase) was characterized in different digestive tissues of the 

insect, as an important component for digestion and energy mobilization in insects, since 

lipids are the main components of their diet. Enzyme inhibition tests were performed with 

guanylhydrazones that demonstrated significant inhibition of enzyme activity. Thus, TAG-

lipase may be new target for vector control and further studies are needed. 

 

Keywords: Rhynchophorus palmarum, Triacylglycerol-lipase, Guanylhydrazones, Lipids, 

Digestive lipases, Lipases inhibitors. 
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1 INTRODUÇÃO 

A cultura do coqueiro (Cocos nucifera) é realizada em mais de 90 países, com cerca de 

12 milhões de hectares em todo o mundo, sendo o Brasil e o México os maiores produtores 

das Américas. No Brasil, a região nordeste ocupa posição de destaque como maior região 

produtora de coco do país, gerando cerca de 600 milhões de reais por ano, segundo dados do 

IBGE (NEGRISOLI-JÚNIOR et al., 2011). Em Alagoas, a produção de coco corresponde à 

grande parte da economia do estado, que tem sua produção direcionada, principalmente, para 

suprir as demandas de matéria-prima de indústrias locais. De toda a produção do país, a maior 

parte é produzida por pequenos produtores, aqueles que apresentam área cultivada menor que 

10 hectares. Esses pequenos produtores correspondem a 85% de todos os produtores do país. 

Assim, devido à ausência de grandes investimentos nessas propriedades, o cultivo vem sendo 

realizado sem o implemento de tecnologias para controle de pragas e irrigação,  acarretando 

diminuição da produtividade e grandes perdas econômicas, chegando à baixa produtividade 

de até 30 frutos/planta/ano. (FONTES et al., 2003; WANDERLEY & LOPES, 2009; IBGE, 

2014). 

O Rhynchophorus palmarum é o principal inseto-praga responsável pelas grandes 

perdas econômicas registradas no cultivo do coco, pertence à Ordem Coleoptera, os insetos 

mais conhecidos como besouros, e à família Curculionidae. É um inseto holometábolo 

(possuem metamorfose completa), suas larvas se alimentam do broto apical das palmáceas, o 

que geralmente leva à desestruturação da planta e consequente morte. Já os insetos adultos são 

vetores do nematóide Bursaphelenchus cocophilus, agente causal da doença do anel 

vermelho, que é mortal para este tipo de planta (FERREIRA & MICHEREFF FILHO, 2002; 

NEGRISOLI-JÚNIOR et al., 2011). 

As formas de controle disponíveis para este inseto em áreas cultivadas de coqueiro são 

a remoção mecânica e o controle comportamental. A remoção mecânica pode ser facilitada 

pelo uso combinado com o controle comportamental, utilizando armadilhas com feromônios 

sintéticos de agregação do inseto, que atraem outros insetos para o mesmo local e facilitam a 

captura (FERREIRA & MICHEREFF FILHO, 2002). O uso do controle biológico tem 

constituído uma nova alternativa de controle, através do uso de microrganismos 

entomopatogênicos, como o fungo Bauveria bassiana, que tem sua eficácia comprovada 

contra coleópteros, levando-os à morte (ALMEIDA et al., 2005). O controle realizado através 

de inseticidas químicos constitui uma ameaça ao ecossistema devido à sua acumulação no 
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ambiente e a sua capacidade de desenvolver resistência nos insetos. Dessa forma, 

considerando as opções disponíveis para o controle de pragas em culturas de coco infestadas 

por R. palmarum, nenhuma das alternativas são suficientemente eficazes, surgindo a 

necessidade de desenvolvimento de novas formas de controle (NEGRISOLI-JÚNIOR et al., 

2011). 

Assim a investigação da biologia do inseto constitui um novo alvo para estudos 

(SILVA et al., 2012). O uso de substâncias que interagem com enzimas digestivas de insetos 

são alternativas promissoras. O metabolismo energético de R. palmarum pode constituir novo 

alvo para controle vetorial, pois qualquer alteração no processo digestivo e mobilização de 

estoques energéticos pode atrapalhar o desenvolvimento do inseto através de seus estágios, 

levando-o a morte. Como são escassas as informações a respeito do metabolismo do R. 

palmarum, este trabalho propõe o estudo do metabolismo energético das larvas do inseto, 

visando identificar possíveis alvos para o desenvolvimento de novas formas de controle. 

 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

2.1 Os insetos como modelo experimental 

Os insetos representam um dos grupos mais importantes do reino animal, quer sob o 

aspecto econômico, ou sob o aspecto médico (LEHANE, 1991). A classe Insecta constitui o 

grupo mais numeroso dos artrópodes e compreende cerca de 70% de todas as espécies 

animais conhecidas e é a classe que maior sucesso evolutivo obteve dentre as espécies 

eucarióticas. Um dos fatores que contribuíram para o seu sucesso foi o fato de manterem um 

ciclo de vida altamente especializado, onde adultos e larvas se desenvolvem, em sua grande 

maioria, com hábitos alimentares diferentes. Um fator que contribuiu muito para o sucesso 

adaptativo do grupo foi, sem dúvida, a presença de asas, que possibilitou a conquista dos 

ambientes mais diversos. Esta característica lhes permiteu uma maior eficiência na busca do 

alimento e defesa contra predação, além de garantir o fluxo gênico das espécies através da 

migração (MARANHÃO, 1977). Além disso, muitas espécies de insetos se reproduzem 

facilmente e apresentam um ciclo de vida curto, que pode ser acompanhado em todas as fases, 

possibilitando com isso, um bom modelo para o desenvolvimento de ensaios experimentais. 

Os insetos têm outra vantagem em relação aos outros grupos, são pequenos e apresentam 

órgãos que podem ser facilmente manipulados. 
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Por apresentarem maior resistência a intervenções cirúrgicas, devido ao fato de não 

necessitarem sofrer incubação para irrigação com oxigênio; por possuírem um sistema 

nervoso menos complexo, entre outras características, os insetos constituem um grupo de 

escolha para diversos tipos de estudos dentre eles, genéticos, bioquímicos, celulares e 

moleculares (GRILLO, 2005).  

Alguns estudos utilizando insetos como modelo geraram descobertas que podem ser 

aplicadas aos vertebrados. A descoberta do mecanismo de ação dos hormônios esteroides 

iniciou-se com a descrição da ação da ecdisona, um hormônio esteroide de insetos, que 

estimulava a síntese de novo de RNA no núcleo das células (KARLSON, 1963). Estudos 

realizados em Drosophila melanogaster levaram ao estabelecimento de conceitos básicos de 

citogenética e biologia do desenvolvimento, como a demonstração da localização dos genes 

nos cromossomas (MURRAY & HUNT, 1993) e a descoberta dos genes “Homeobox”, 

responsáveis por determinar o padrão de organização dos eixos corporais (AKAM, 1989). 

Também em D. melanogaster, estudos genéticos e moleculares no sistema nervoso central 

(SNC) apontaram os locais relevantes para comportamentos sexuais masculinos (DEMIR & 

DICKSON, 2005; SAKAI & KITAMOTO, 2006). 

Estudos envolvendo sequenciamentos e estudos de clonagem têm fornecido dados 

importantes a respeito da sequência do genoma e informações sobre a estrutura genética de 

receptores em invertebrados. A descoberta de receptores é de grande valia para a 

compreensão de mecanismos farmacológicos. Em insetos, a ampla sequência de um grupo de 

receptores de neurotransmissores/neuro-hormonais foi descoberto, são receptores de aminas 

biogênicas acoplados à proteína G (GPCRs), porém ainda são poucas as informações sobre o 

mecanismo farmacológico envolvido. Em Tribolium castaneum, através de técnicas de 

biologia molecular, foram identificados altos níveis de expressão de receptores de serotonina 

do tipo 5-HT7 no cérebro, representando possível envolvimento em processos neuronais 

(VLEUGELS et al., 2014). 

Com a finalidade de conhecer mais sobre os mecanismos biológicos que acontecem no 

desenvolvimento de insetos e fornecer informações para o desenvolvimento de novas formas 

de controle biológico para insetos-pragas, muitos estudos envolvendo técnicas de 

sequenciamento e clonagem em biologia molecular vem sendo realizados, para determinação 

do genoma ou transcriptoma desses invertebrados. Um estudo com Rhynchophorus 
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ferrugineus obteve sucesso na descoberta do transcriptoma durante a fase embrionária deste 

inseto, onde foram identificadas as sequências de 22.532 genes de um total de 26.581 genes 

ativos durante a embriogênese (YIN et al., 2013). Com esses estudos, os autores dividiram a 

embriogênese de R. ferrugineus em 5 estágios de desenvolvimento, fornecendo informações 

de quais proteínas eram mais expressas em cada fase. Kunieda et al. (2006) sequenciaram o 

genoma da abelha Apis mellifera e avaliaram quais genes estavam envolvidos no metabolismo 

de carboidratos e lipídios desse inseto, comparando com o genoma de outros insetos que 

possuem alimentação diferente (Drosophila melanogaster e Anopheles gambiae), fornecendo 

informações sobre alterações de genes através da evolução. Os resultados encontrados 

mostraram uma grande semelhança entre os genes codificantes de enzimas do metabolismo de 

lipídios e carboidratos, porém foram observadas taxas de alterações significativas entre os 

genes das espécies, quando se tratando dos genes envolvidos na glicólise e gliconeogênese. 

 

2.2 Ordem Coleoptera 

A ordem Coleoptera é a mais diversa ordem de insetos conhecida em todo mundo, são 

cerca de 300 mil espécies descritas, ocupando com abundância variados nichos ecológicos 

(WOODCOCK et al., 2013) (Figura 1). São popularmente conhecidos como besouros, 

possuem um par de asas anteriores endurecido, chamados de élitros, que protegem um par de 

asas posteriores membranosas. No voo, enquanto as asas vibram, os élitros se mantêm 

entreabertos e imóveis. Os coleópteros são facilmente distinguíveis de outros insetos devido à 

forte esclerose do exoesqueleto e dos élitros, os quais possuem consistência muito dura. São 

predominantemente insetos fitófagos, que se alimentam quase que exclusivamente de tecido 

vegetativo e, por este motivo, são bastante conhecidos como importantes pragas de culturas, 

causando vastas perdas econômicas para os produtores. Das famílias pertencentes à ordem 

Coleoptera, a mais populosa é a Curculionidae, com mais de 50.000 espécies descritas 

(RAFAEL et al., 2012). 

Muitos estudos com coleópteros vêm sendo desenvolvidos com a finalidade de 

conhecer a biologia dos insetos e descobrir novas formas de controle para essas pragas 

agrícolas. O Tribolium castaneum, conhecido como besouro castanho, acomete culturas de 

cereais como trigo, soja e aveia causando grandes perdas tanto na produção como durante o 

armazenamento do produto. Por possuírem seus mecanismos biológicos bastante conhecidos, 
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o T. castaneum tem sido a segunda escolha como sistema modelo para estudos em insetos, 

ficando atrás apenas da mosca-da-fruta Drosophila melanogaster, que lidera os estudos na 

área de genética (DÖNITZ et al., 2013). 

 

Figura 1 – Insetos da Ordem Coleoptera. (A) Tribolium castaneum, (B) Sitophilus 

zeamais, (C) Diabrotica speciosa, (D) Rhynchophorus palmarum. 

 

Fonte: http://www.agrolink.com.br – Acesso em 05 de Agosto de 2014. 

 

As perdas significativas na qualidade e quantidade de grãos e sementes, por ação das 

pragas, ocorrem principalmente durante o armazenamento. As perdas anuais causadas por 

pragas durante o período de armazenamento de grãos correspondem a cerca de 10% da 

produção mundial (LORINI, 1993). Das principais pragas que acometem grãos, o gorgulho do 

milho (Sitophilus zeamais) é o responsável pelas maiores perdas na produção do milho, 

atacam o embrião e o endosperma das sementes, ocasionando perda de massa e do valor 

nutritivo dos grãos (ALMEIDA, 1989). O difícil controle dessa praga na cultura foi 

constatado por Araújo et al (2008), que descreveram as alterações enzimáticas presentes em 

populações de S. zeamais resistentes aos inseticidas disponíveis no mercado. 

Os diferentes coleópteros alimentam-se de tecidos vegetativos variados, causando 

danos às culturas de diferentes formas. A Diabrotica speciosa também acomete a cultura do 
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milho, além de culturas como as hortaliças, feijoeiro, soja e girassol, mas seu ataque ocorre 

em tecidos diferentes do que ocorre em S. zeamais (VIANA, 2010). É uma espécie bastante 

dispersa pelos estados brasileiros e possui característica polífaga: os adultos se alimentam da 

parte aérea das plantas e as larvas acometem as raízes e tubérculos (GASSEN, 1989). 

Além do ataque dos coleópteros ao tecido vegetativo das plantas, esses insetos 

também podem ser vetores de microrganismos causadores de doenças. A D. speciosa é vetor 

de alguns vírus importantes, sendo os gêneros Cerotoma e Diabrotica (Coleoptera) os vetores 

das viroses mais importantes das Américas (VIANA, 2010). O Rhynchophorus palmarum é 

outro coleóptero que além de causar danos no meristema apical de palmáceas na fase larval, 

na forma adulta é o vetor do nematoide Bursaphelechus cocophilus, agente causal da doença 

do anel vermelho, fatal para as palmáceas infectadas (NEGRISOLI-JÚNIOR et al., 2011). 

 

2.3 O inseto Rhynchophorus palmarum 

O Rhynchophorus palmarum é a principal praga que acomete palmáceas, 

principalmente o coqueiro (Cocos nucifera), açaizeiro (Euterpe oleracea) e o dendezeiro 

(Elaeis guineensis). É popularmente conhecido como broca-do-olho-do-coqueiro, pertence à 

Ordem Coleoptera e Família Curculionidae. Esta espécie de fitófagos acomete 35 espécies de 

plantas de diferentes famílias, predominantemente da família Arecaceae (ESSER & 

MEREDITH, 1987; GRIFFITH, 1987; WATTANAPONGSIRI, 1966; JAFFÉ & SÁNCHEZ, 

1990). A distribuição geográfica do gênero Rhynchophorus é bastante ampla, mas tende a ser 

mais intensa nos trópicos (Caribe, América Central e América do sul) 

(WATTANAPONGSIRI, 1966; MAGALHÃES et al., 2008). 

São insetos holometábolos, no seu desenvolvimento passam pela fase de ovo, larva, 

pupa e inseto adulto. Os adultos são besouros de coloração preto-fosca, medem entre 3,5 e 6,0 

cm, e apresentam um rostro alongado, com cerca de 1 cm de comprimento e um par de asas 

anterior endurecidas, chamadas de élitros e um aparelho bucal modificado em forma de rostro 

(RAFAEL et al., 2012). O rostro dos machos apresentam pelos em forma de escova na região 

dorsal, diferindo do rostro das fêmeas, que é liso. Já as larvas são brancas, com cabeça 

castanho-escura, recurvadas e ao final de seu desenvolvimento chegam a medir 7,5 cm de 

comprimento. As pupas são amareladas e permanecem abrigadas no interior de um casulo 
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construído pela larva com as fibras da palmácea que estão infectando. (NEGRISOLI-JÚNIOR 

et al., 2011). Os estágios de desenvolvimento de R. palmarum (larva, pré-pupa e inseto 

adulto) são mostrados na Figura 2. 

 

Figura 2- Diferenças entre os estágios de desenvolvimento de Rhynchophorus palmarum. 

Larvas (A), pré-pupa(B) e inseto adulto (C). 

Fonte: http://www.aphis.usda.gov - Acesso em 10 de Março de 2014. 

 

 O macho adulto é responsável pela liberação do feromônio de agregação durante a 

fase reprodutiva, aspecto que dificulta o controle e remoção dos insetos em áreas de cultivo. 

Essas coleobrocas, possuem ciclo de vida longo, que dura em torno de 120 dias: 3 a 5 dias na 

fase de ovo, 70 dias na fase larval e cerca de 40 dias na fase de adulto (Figura 3). 

Os adultos de R. palmarum possuem hábito diurno e os ovos das fêmeas são colocados 

na região internodal do caule, nas bases das folhas jovens e no endosperma da planta 

danificada (HAGLEY, 1965). Tanto as larvas quanto os insetos-adultos se alimentam dos 

tecidos das plantas, fazem galerias no meristema apical das palmáceas, e os odores da 

fermentação exalados das plantas afetadas atraem outros insetos machos e fêmeas da espécie 

que ovipositam nas cicatrizes recém-abertas (GIBLIN-DAVIS, 2001) (Figura 4). 

Além disso, este coleóptero também é vetor do Bursaphelenchus cocophilus (Figura 

5), considerado um fitonematoide, constituindo ameaça para importantes culturas de todo o 

mundo (CASTRO et al., 2009). Dados de uma pesquisa mundial demonstraram perdas anuais 

de produtividade agrícola de 12% devido à nematoide (SASSER & FRECKMAN, 1987). São 

gastos bilhões de dólares, anualmente, com técnicas de fumigação do solo e nematicidas na 

tentativa de reduzir as perdas na produção (MAGALHÃES et al., 2008), mesmo com a 

tendência mundial de diminuir o uso de agrotóxicos em plantações. 
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Figura 3 - Ciclo de vida do Rhynchophorus palmarum 

 

Fonte: BATISTA, 2014. 

 

Figura 4 – Danos causados no coqueiro (Cocos nucifera) por ação de larvas e insetos 

adultos de R. palmarum. 

Fo

nte: http://www.aphis.usda.gov/ - Acesso em 10 de Março de 2014. 
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Figura 5 – Microscopia do nematoide Bursaphelenchus cocophilus. 

 

Fonte: Castro et al., 2009. 

 

A contaminação de palmáceas por B. cocophilus ocorre durante a alimentação do R. 

palmarum, que deposita os nematoides no tecido vegetal. Antes que sintomas externos da 

doença sejam observados na palmácea infectada, ocorre a formação de um anel vermelho na 

região cortical do tronco. Essa coloração característica ocorre devido aos distúrbios 

metabólicos causados pelo nematoide na planta, aumentando o teor de gás carbônico nos 

tecidos, que provoca alteração nos complexos enzimáticos e geram os pigmentos antociânicos 

que se acumulam (Figura 6). 

 

Figura 6 – Doença do anel vermelho causada pelo nematóide Bursaphelenchus cocophilus 

em palmácea Cocos nucifera. 

 

Fonte: http://www.aphis.usda.gov/ - Acesso em 10 de Março de 2014. 
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2.4 O aparelho digestivo e a digestão em insetos 

Os insetos são incapazes de sintetizar esteróis e outros nutrientes indispensáveis para 

seu desenvolvimento (BEHMER et al., 1999) e por isso precisam adquirir a maior parte destes 

através da alimentação. Insetos holometábolos, possuem diferenças no processo digestivo e no 

metabolismo energético entre os estágios. Durante os estágios larvais, a alimentação é 

constante e o acúmulo de nutrientes é intenso. Somente nas mudanças de estágio a 

alimentação é interrompida. Dessa forma, as reservas energéticas aumentam muito durante a 

fase larval, como foi observado em estudos com Manduca sexta onde os níveis de 

triacilglicerol variam de poucos miligramas à 300 mg ao fim da fase larval (FERNANDO-

WARNAKULASURIYA et al, 1988). No entanto, nas fases seguintes de pupa e de inseto 

adulto, a ingestão de nutrientes é reduzida e seu metabolismo é mantido pelos nutrientes 

estocados, principalmente no corpo gorduroso, reserva essa sintetizada nos estágios larvais 

anteriores. As reservas energéticas funcionam como suporte em situações de alta demanda de 

energia como reprodução e voo (ZIEGLER, 1991). 

O intestino tem papel importante na sobrevivência do inseto ao longo de seus estágios 

de desenvolvimento, é responsável por integrar os mecanismos de digestão e absorção de 

lipídios e outros nutrientes no interior do lúmen do intestino médio. O canal alimentar em 

besouros da família Curculionidae é comumente dividido em três regiões: porção anterior, 

intestino médio e porção posterior (RUBIO et al., 2008). A divisão do canal alimentar em 

Coleopteros é mostrada na Figura 7. O principal sítio de digestão e absorção em insetos na 

maior parte das espécies é o intestino médio. Sua estrutura formada por um tubo simples 

possui uma camada única de epitélio sobre uma membrana basal contínua (BILLINGSLEY & 

DOWNE, 1983). Em algumas espécies de insetos, principalmente aqueles pertencentes à 

ordem Lepidoptera, o pH luminal do intestino médio é básico, favorecendo a liberação de 

ácidos graxos livres durante a digestão  (ARRESE et al., 2001).  A maioria dos insetos possui 

no lúmen uma membrana peritrófica que envolve o alimento ingerido, secretada pelas células 

epiteliais após a distensão causada pelo bolo alimentar no intestino. A membrana peritrófica é 

formada por uma estrutura bastante complexa composta por quitina, proteínas e 

proteoglicanas. Evidências sugerem que sua principal função é proteger o epitélio intestinal da 

ação das enzimas digestivas (LEHANE, 1997). 
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Uma das funções do intestino é digerir os lipídios da dieta, absorver e processar os 

produtos da digestão até sua exportação para a hemolinfa, para que estejam disponíveis para 

utilização no metabolismo celular. O intestino abriga as vias de síntese de diaciglicerol 

(DAG) nos enterócitos (forma de lipídio de utilização imediata em insetos) e também está 

envolvido no mecanismo de transferência de DAG do enterócito através de uma proteína 

transportadora (lipoforina) na hemolinfa até os sítios de utilização (ARRESE et al., 2001). 

No entanto, além dos lipídios, os carboidratos e outros nutrientes também compõem 

parte importante da dieta de insetos. Os insetos possuem um aparelho digestivo dotado de 

uma diversidade de enzimas. Estudos em Rhynchophorus ferrugineus demonstraram 

composição variada de proteases digestivas nos estágios iniciais de larvas do inseto, sendo 

notável a diminuição da atividade das proteases próximo ao período de muda, justificada pela 

redução do consumo de alimento pelas larvas nesse período (ALARCÓN et al., 2002). 

Padrões de alta atividade proteásica também foram observados em estágios larvais de 

Heliothis zea e Spodoptera exígua (Lepidoptera) (BROADWAY & DUFFEY, 1985). As 

proteases semelhantes à tripsina (trypsin-like) são as mais presentes em insetos (BAKER, 

1991). 

 

Figura 7 – Representação esquemática do trato intestinal de Coleópteros. (ph) faringe, (es) 

esôfago, (pv) proventrículo, (ca) válvula cardíaca, (av) intestino médio anterior, (gc) ceco 

gástrico, (pv) intestino médio posterior, (pa) ampola do piloro, (mt) túbulos de malpigui, (il) íleo, 

(co) cólon, (rt) reto, (an) saco anal. 

 

Fonte: RUBIO et al., 2008. 
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Triacilglicerol-lipase (TAG-lipase) e Glicogênio fosforilase também são enzimas 

importantes para a digestão de insetos. A TAG-lipase mobiliza triglicerídeos e a Glicogênio 

fosforilase mobiliza glicogênio, aumentando consequentemente os níveis de trealose na 

hemolinfa de insetos (STEELE, 1982; ARRESE et al., 2006). Além de mobilizar 

triglicerídeos, a TAG-lipase também está envolvida na decomposição de alimentos no 

intestino, para posterior absorção, e na mobilização de lipídios a partir do corpo gorduroso do 

inseto (KUNIEDA et al., 2006; ARRESE et al., 2006). A amilase cliva amido e outros 

polissacarídeos relacionados permitindo seu armazenamento e uso como fonte de energia. 

Seus produtos são substratos para atividade de outras carboidrases (glicosidase e trealase) que 

hidrolisam oligossacarídeos e dissacarídeos (BAKER, 1991; CHOWN & NICOLSON, 2004). 

A digestão de carboidratos envolve a ação de amilases, glicosidases e trealases. A 

trealase assume papel particularmente importante na mobilização de energia, já que a trealose 

é o carboidrato mais comumente encontrado na hemolinfa de insetos (SUAREZ et al., 2005). 

No coleóptero Sitophilus zeamais, foi observada alta atividade das enzimas amilase e lipase 

em populações resistentes à piretróides quando comparado ao grupo controle, evidenciando a 

importância de um eficiente sistema enzimático para a sobrevivência de insetos (ARAÚJO et 

al., 2008). 

Insetos fitófagos, como o Rhynchophorus palmarum, alimentam-se exclusivamente de 

tecido vegetativo e por este motivo precisam dispor de um sistema enzimático que permita a 

digestão de polissacarídeos, como a celulose e hemicelulose, que são os principais 

constituintes das paredes celulares das plantas (BACIC et al., 1988). Para digestão da celulose 

é necessária a atividade conjunta de três enzimas: endo- e exo-celulase, β-glicosidase ou 

celobiase. Ao agirem sinergicamente, as duas enzimas hidrolisam celulose gerando celobiose, 

que, por ação da celobiase, hidrolisam as ligações β, liberando D-glicose (YAPI et al., 2009). 

Dessa forma, o complexo sistema enzimático dos insetos configura-se como aspecto crucial 

para a manutenção da sobrevivência das espécies. 
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2.5 Metabolismo de lipídios em insetos 

Informações descritas na literatura referente ao processo digestivo e metabolismo de 

lipídios em insetos, sugerem que a digestão de lipídios nesses animais ocorra de forma 

análoga à dos mamíferos (ARRESE et al., 2001). Os insetos são incapazes de sintetizar alguns 

metabólitos e precisam adquirir esses nutrientes através da alimentação (BEHMER et al., 

1999), sendo o triacilglicerol o principal componente lipídico da dieta e a forma em que são 

estocados os ácidos graxos utilizados para a homeostase energética do inseto 

(BEENAKKERS et al., 1985). 

O metabolismo energético de insetos ocorre, principalmente, em torno do metabolismo 

de lipídios. Os triacilgliceróis são os lipídios mais importantes para o balanço energético, são 

hidrolisados no intestino médio e seus produtos são absorvidos através do epitélio intestinal 

para que atinjam a hemolinfa (BEENAKKERS et al., 1985). 

A digestão, absorção e transporte dos lipídios da dieta de insetos fitófagos ocorre, 

essencialmente, no intestino médio (TURUNEN & CRAILSHEIM, 1996). Atualmente, são 

considerados dois possíveis modelos de digestão de lipídios em insetos: 

 Completa hidrólise de triacilglicerol a ácidos graxos e glicerol (WEINTRAB & 

TIETZ, 1973; TSUCHIDA & WELLS, 1988); 

 Hidrólise de triacilglicerol gerando monoacilgliceróis e ácidos graxos (HOFFMAN & 

DOWNER, 1979). 

 

Os dois modelos foram propostos por pesquisas que utilizaram a marcação de produtos 

da digestão com materiais radioativos. A hidrólise dos triacilgliceróis provenientes da dieta 

por ação da TAG-lipase geram ácidos graxos que serão absorvidos através do epitélio do 

intestino médio. Sabe-se que a absorção de ácidos graxos no intestino médio de insetos é 

bastante eficiente, mas não é bem compreendida quanto à forma como o transporte através 

dos enterócitos é realizada (TSUCHIDA & WELLS, 1988).  

Estudos em vertebrados demonstram a participação de três proteínas na absorção dos 

lipídios: proteína ligadora de ácido graxo associada à membrana (FABPpm), proteína 

transportadora de ácidos graxos 4 (FATP4) e transportador de ácidos graxos (CD36). Essas 

proteínas possuem alta afinidade por ácidos graxos e a expressão de proteínas semelhantes já 
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foi identificada em insetos como Manduca sexta e Bombix  mori (NIOT et al., 2009; SMITH 

et al., 1992). 

Após a absorção, os produtos da digestão lipídica são convertidos em diacilglicerol 

(DAG). Estudos in vivo e in vitro em diferentes ordens de insetos demonstraram que o DAG é 

o principal lipídio presente na hemolinfa após a digestão (CANAVOSO & WELLS, 2000).  A 

conversão dos produtos da digestão em diacilglicerol pode ocorrer pela via do ácido 

fosfatídico (síntese de novo a partir de glicerol 3-fosfato) ou pela acilação estereoespecífica de 

2-monoacilglicerol. Estas duas vias são as mesmas utilizadas por mamíferos, porém, ao 

contrário do que ocorre em mamíferos, a via do ácido fosfatídico é a predominante no 

metabolismo dos insetos (ARRESE et al., 2001). Em larvas de Pieris brassicae, foi observado 

que o glicerol consumido da dieta foi utilizado nas células do intestino médio para a síntese de 

sn-1,2-DAG, indicando a atuação pela via do ácido fosfatídico (TURUNEN, 1993). Também 

em M. sexta, estudos mostraram que a síntese de DAG é realizada pela via do ácido 

fosfatídico, sem contribuição da via do monoacilglicerol (CANAVOSO & WELLS, 2000). 

Sugere-se que os ácidos graxos absorvidos são posteriormente convertidos em 

triacilglicerol, funcionando como reserva de lipídios de onde o diacilglicerol será liberado 

para a hemolinfa para utilização (MAJEROWICZ, 2009). Este mecanismo assegura a 

absorção máxima de ácidos graxos a partir do lúmen, contribuindo para a manutenção de uma 

baixa concentração intracelular de DAG, o qual pode ser tóxico em altas concentrações 

(Figura 8). Um estudo com M. sexta demonstrou que o DAG é realmente o lipídio presente 

em maior quantidade na hemolinfa. Através da marcação dos lipídios da dieta com trioleína, o 

autor encontrou mais de 90% do marcador ligado à DAG na hemolinfa do inseto. Além disso, 

mais de 70% do marcador foi encontrado, após 4 horas, no corpo gorduroso do inseto na 

forma de TAG (TSUCHIDA & WELLS, 1988). Este fato confirma a hipótese proposta para a 

digestão em insetos, de que os lipídios da dieta são hidrolisados, absorvidos, convertidos em 

DAG e transportados pela hemolinfa até sua estocagem no corpo gorduroso, onde são 

imediatamente reconvertidos à TAG. 
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Figura 8 – Esquema do processo de digestão de lipídios da dieta em insetos. 

 
Fonte: MAJEROWICZ, 2009. 

 

Os ácidos graxos obtidos da dieta são convertidos em diacilglicerol e transportados das 

células intestinais, pela hemolinfa, até o corpo gorduroso (BEENAKKERS et al., 1985) 

através de uma lipoproteína chamada lipoforina. De forma contrária ao que ocorre nos 

vertebrados, onde lipoproteínas são sintetizadas para transportar os lipídios da dieta, nos 

insetos os lipídios são adicionados diretamente à lipoforina já presente na hemolinfa (CHINO, 

1985; SOULAGES & WELLS, 1994). A lipoforina é carregada com esses lipídios no 

intestino e circula pela hemolinfa, transportando-os até outros órgãos, como o corpo 

gorduroso, onde eles serão descarregados e estocados. A lipoforina também transporta os 

lipídios já estocados no corpo gorduroso para os sítios de utilização. O principal lipídio 

transportado é o diacilglicerol, mas o colesterol, hidrocarbonetos, ácidos graxos livres, 

carotenoides e fosfolipídios também podem ser transportados (CHINO & GILBERT, 1971; 

GONDIM et al., 1989) . A lipoforina não é endocitada por nenhum tecido; após liberar os 

lipídios para estoque no corpo gorduroso, sua função de transporte é restabelecida 

(TSUCHIDA & WELLS, 1988; SOULAGES & WELLS, 1994). Estudos bioquímicos e 

imunocitoquímicos em larvas de Aeschna cyanea, uma espécie de libélula, confirmam a 

hipótese de que a lipoforina não é endocitada por células intestinais durante seu carregamento 

(BAUERFEIND & KOMNICK, 1992). Uma das particularidades do metabolismo de lipídios 

em insetos é a especificidade da lipoforina para o tecido de entrega. A mesma lipoproteína 

pode fazer a entrega de DAG para o corpo gorduroso, ou transportar mais hidrocarbonetos 

para a cutícula de M. sexta, a depender da situação metabólica (ARRESE et al., 2001), 
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suportando as hipóteses de que há a presença de um receptor para a lipoforina envolvida no 

processo de transferência nos tecidos. 

A literatura científica pouco consegue explicar a respeito do processo de transferência 

dos ácidos graxos digeridos do intestino para a lipoforina da hemolinfa. Autores relatam que a 

transferência inicia-se por ligação da lipoforina a um receptor específico para ela presente nos 

tecidos, essa transferência dos lipídios ocorre na superfície das células, sem que ocorra 

endocitose da proteína transportadora (GONDIM et al., 1989; GRILLO et al., 2003). Gondim 

e Wells (2000) conseguiram caracterizar a ligação da lipoforina a receptores de células 

intestinais de larvas de M. sexta utilizando preparações de membrana. Em M. sexta, uma 

proteína de membrana com atividade característica de ligação à lipoforina foi identificada no 

corpo gorduroso das larvas. Após processos de purificação, esse suposto receptor foi isolado e 

identificado como uma proteína de 120 kDa (TSUCHIDA & WELLS, 1990). 

A participação de uma partícula transferidora de lipídios (LTP) também tem sido 

descrita como de grande importância nessa transferência. A LTP é um lipoproteína de 

densidade muito alta (VHDL) que já foi isolada a partir da hemolinfa de várias espécies 

(BLACKLOCK & RYAN, 1994;  RYAN et al., 1986) e sua função está relacionada, 

provavelmente, com a redistribuição de lipídios entre lipoforinas e entre lipoforina e as 

membranas dos tecidos (ARRESE et al., 2001; RYAN & VAN DER HORST, 2000). Sendo 

assim, o destino final do transporte dos lipídios da dieta é a estocagem no corpo gorduroso. O 

corpo gorduroso funciona nos insetos como um tecido de função análoga à do fígado e do 

tecido adiposo em vertebrados, sendo responsável pela síntese da maior parte das 

lipoproteínas presentes na hemolinfa e o principal sítio de estocagem de glicogênio 

(BEENAKKERS et al., 1985). 

Dessa forma, em suma, o metabolismo de lipídios em insetos inicia-se na digestão dos 

lipídios oriundos da dieta através da ação de lipases, sendo os ácidos graxos liberados pela 

digestão absorvidos através dos enterócitos e transportados até o local de estoque ou 

utilizados através de uma lipoproteína chamada lipoforina. Para que ocorra esse transporte, a 

lipoforina liga-se a receptores específicos presentes na membrana dos enterócitos, como 

descrito na literatura. Os ácidos graxos são transportados ligados à lipoforina pela hemolinfa 

até o órgão-alvo, havendo interação com uma segunda lipoproteína chamada de LTP 
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(partícula transferidora de lipídios), favorecendo a entrega do lipídio transportado para 

estocagem (corpo gorduroso) ou para utilização imediata em outro tecido. 

 

2.6 Triacilglicerol lipase (TAG-lipase) 

Assim como em outros animais, os insetos obtêm seus nutrientes através da 

alimentação, sendo na fase larval onde ocorre o grande armazenamento de nutrientes. O 

triacilglicerol (TAG) é o principal componente lipídico da dieta de insetos, incluindo também 

fosfolipídios e esteróis (TURUNEN & CRAILSHEIM, 1996). As células intestinais 

produzem lipases que hidrolisam TAGs, formando monoacilgliceróis e ácidos graxos livres, 

para que então sejam absorvidos (CANAVOSO et al., 2001).  Em insetos, as lipases têm 

papéis-chave na aquisição, armazenamento e mobilização de lipídios e também são 

fundamentais para processos fisiológicos que sustentam a reprodução de insetos, 

desenvolvimento, defesa contra patógenos e estresse oxidativo, e sinalização por liberação de 

feromônios (HORNE et al., 2009). 

O intestino médio constitui o principal local de digestão e absorção de lipídios 

provenientes da dieta, portanto, a atividade de enzimas como triacilglicerol lipase, 

fosfolipases e colesterol esterases no intestino e em outros tecidos torna-se imprescindível 

para o metabolismo energético de insetos (GRILLO et al., 2007; CHRISTELLER et al., 

2011). Por ação dessas enzimas, os produtos gerados pela digestão (ácidos graxos livres, 

colesterol não-esterificado e lisofosfolipídios) são absorvidos através das células epiteliais do 

intestino até alcançarem a hemolinfa, porém a forma como esses compostos são incorporados 

ao intestino ainda não é bem esclarecida (MAJEROWICZ & GONDIM, 2013). 

A TAG- lipase tem sido bastante estudada, porém, apenas em extratos brutos de 

algumas espécies de insetos. A enzima, durante a catálise, hidrolisa ligações ésteres de 

moléculas de triacilglicerol, com preferência por ácidos graxos insaturados e que estejam nas 

posições 1 e 3 da molécula (Figura 9) (BOLLADE et al., 1970; HOFFMAN & DOWNER, 

1979; PISTILLO et al., 1998). Diferentes lipases de diferentes espécies possuem regiões da 

sequência de aminoácidos altamente conservadas, principalmente as regiões responsáveis pela 

ligação dos lipídios à enzima (ligação do substrato à enzima), que consiste na sequência dos 

aminoácidos Gly-X-Ser-X-Gly. Já a tríade catalítica Ser-Asp-His presente no sítio ativo é 
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outra sequência bastante conservada entre diferentes lipases, sendo sua presença essencial 

para a atividade catalítica, sendo o resíduo de serina da tríade indispensável para a catálise.  

(HIDE et al., 1992). A importância do resíduo de serina da tríade catalítica foi constatada em 

estudos com substituição desses resíduos em sequências altamente conservadas de 

lipoproteína lipase de humanos. Após as substituições foi observada diminuição significativa 

da atividade da enzima (FAUSTINELLA et al., 1991). Estudos utilizando técnicas de 

cristalografia em lipase pancreática de humanos revelaram a presença de um resíduo de serina 

na localização N-terminal da sequência de aminoácidos, correspondente ao resíduo de serina 

da tríade catalítica (WINKLER et al., 1990). 

 

Figura 9 – Mecanismo de ação das Triacilglicerol lipases 

 

Fonte: Manual de Bioquímica com Correlações Clínicas, THOMAS DEVLIN, 5
a
 

edição. 

 

Outro componente bastante conservado nas sequências de todos os membros da 

família lipase são os resíduos de cisteína. Eles aparecem conservados em 8 posições e 

provavelmente possuem papel importante na formação de pontes dissulfeto necessárias para a 

manutenção da estrutura e função da enzima (HIDE et al., 1992). 
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Estudos demonstraram que, no intestino do inseto Periplaneta americana, a ação da 

lipase promove a clivagem de ácidos graxos localizados nas posições sn-1 e sn-3 da molécula 

de triacilglicerol, sugerindo que há grande analogia entre lipases de insetos e lipases de 

mamíferos (BOLLADE et al., 1970). Estudos com insetos revelaram a presença de atividade 

lipásica em algumas espécies como Locusta migratoria, Drosophila melanogaster, 

Panstrongylus megistus, Manduca sexta, Bombyx mori e Pieris brassicae (WEINTRAUB & 

TIETZ, 1973; SMITH et al., 1994; CANAVOSO et al., 2004; ARRESE & WELLS, 1994; 

PONNUVEL et al., 2003; ZIBAEE, 2012). 

Em mamíferos, as lipases podem ter função digestiva (lipase gástrica e pancreática) e 

também na mobilização de reservas energéticas (lipoproteína lipase) (WINZELL et al., 1998). 

As funções das lipases em insetos são correspondentes, confirmando a importância dessa 

classe de enzimas para o metabolismo energético.  

 

2.7 Metabolismo de glicídios em insetos 

O metabolismo de glicídios é de grande importância para o desenvolvimento e 

homeostase energética de todos os organismos, sendo o catabolismo de carboidratos a via 

principal de obtenção de energia durante o desenvolvimento embrionário (GUIZZO et al., 

2012). Durante a embriogênese, período de maior demanda energética para todos os 

organismos, o catabolismo de biomoléculas, como proteínas, carboidratos e lipídios assume 

posição importante. Os níveis de atividade catabólica de carboidratos e a eficiência do ciclo 

de Krebs constituem vias reguladoras da homeostase energética em insetos (CAMPOS et al., 

2006). Durante o metabolismo energético, as unidades de glicose-6-fosfato que são 

necessárias como fonte de carbono para o ciclo de Krebs, são disponibilizadas de acordo com 

as reservas de glicose ou por fontes externas ao inseto (THOMPSON & DAHLMAN, 1999). 

Durante o desenvolvimento do inseto, a glicólise é a via do catabolismo de carboidratos mais 

intensa (LAHNSTEINER & PATARNELLO, 2003). Moraes et al. (2007), em estudos de 

atividade enzimática  e quantificação de metabólitos da via glicolítica em Boophilus 

microplus, propuseram esquema para o metabolismo de glicose durante a fase embrionária, 

fornecendo informações sobre o funcionamento dessa via também para outras fases do 

desenvolvimento (Figura 10). 
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Figura 10 – Esquema proposto para o metabolismo de glicose em Boophilus microplus 

durante o desenvolvimento embrionário. HK — Hexoquinase, G6PDH — Glicose 6-fosfato 

desidrogenase, PK — Piruvato Quinase e PEPCK — Fosfoenolpiruvato quinase. 

 

Fonte: Adaptado de MORAES et al., 2007. 

 

Assim como em mamíferos, em insetos, a glicose é armazenada na forma de 

glicogênio, sendo a trealose a forma disponível de glicose na hemolinfa em maiores 

concentrações (BECKER et al., 1996). A trealose é um dissacarídeo não-redutor constituído 

por duas moléculas de glicose e presente em altas concentrações na hemolinfa da maioria dos 

insetos testados, com concentrações variadas, a depender do estado de alimentação. Estudos 

sugerem que a trealose é sintetizada no corpo gorduroso, sendo formada a partir do glicogênio 

estocado, e através da ação da enzima trealase, sua hidrólise fornece a glicose na hemolinfa 

para utilização imediata. Este dissacarídeo é liberado para a hemolinfa de acordo com a 

demanda energética, tendo seus níveis aumentados durante o desenvolvimento embrionário e 

contração durante o voo, por exemplo (LOPES & VILLELA, 1972). A trealose da hemolinfa 
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parece ser a fonte principal de síntese de reservas de glicogênio em ovos de insetos (SANTOS 

et al., 2008), como também demonstrado por Katagiri et al. (1998) em estudos com fêmeas de 

Bombix mori, onde a injeção de um inibidor de trealase (Trehazolin) causou redução do 

conteúdo de glicogênio nos ovos e aumento da concentração de trealose na hemolinfa. 

A maior ou menor viabilidade dos insetos em campo está relacionada com a 

estocagem suficiente de nutrientes na fase larval, que serão utilizados como fonte de energia 

nos processos de metamorfose, provendo reservas de nutrientes para o inseto adulto (MIRTH 

& RIDDIFORD, 2007).  

 

2.8 Importância dos estudos sobre a biologia dos insetos 

Devido às poucas informações a respeito da biologia e metabolismo dos insetos, o 

controle de diversas pragas em pequenas plantações é realizado de forma precária e ineficaz, 

na maioria das vezes. A infestação por R. palmarum em pequenas e grandes plantações de 

palmáceas constitui grande problema para os produtores. Ainda não há forma eficaz de 

controle para a praga, sendo o controle realizado pela remoção mecânica dos insetos adultos, 

com o auxílio de armadilhas contendo feromônios de agregação sintéticos (NAVARRO et al., 

2002). 

O controle ineficaz e o aumento da resistência das pragas a inseticidas agrícolas têm 

levado a um maior interesse dos pesquisadores em desenvolver bioinseticidas que tragam 

maior custo-benefício e que sejam eficazes no controle, além de serem biocompatíveis. Dessa 

forma, o número de estudos sobre a biologia dos insetos e principalmente sobre o sistema 

digestivo deles tem aumentado nas últimas décadas, com o propósito de identificar novos 

alvos potenciais para controle. Esses meios de controle de pragas de insetos baseados em sua 

biologia são também chamados de meios de controle biorracionais (SILVA et al., 2012). 

Atualmente, algumas das principais técnicas no controle de pragas baseiam-se em 

atuar na inibição seletiva de enzimas digestivas do inseto, provocando efeitos prejudiciais no 

crescimento das larvas, por evitarem a digestão e assimilação de nutrientes, causando retardo 

do desenvolvimento e consequente morte (ALARCÓN et al., 2002). É conhecido que as 
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próprias plantas possuem mecanismos de defesa contra fitófagos baseados na inibição de 

proteases do inseto-praga (RYAN, 1981). 

O motivo para o sistema digestivo de insetos serem o grande foco das pesquisas é a 

sua potencialidade como alvo para controle. As funções digestivas representam um modelo 

riquíssimo de informações sobre seu metabolismo, já que os insetos fornecem excelente 

modelo para estudar enzimas digestivas, especialmente porque existem espécies adaptadas a 

quase todos os tipos de habitat e hábitos alimentares (BÉDIKOU et al., 2010). 

Com os avanços das técnicas de proteômica, genômica e metabolômica, motivadas 

pelo número crescente de genomas completos de plantas e insetos, há uma grande expectativa 

de que mais detalhes sejam revelados sobre a fisiologia da digestão em insetos, favorecendo 

novas perspectivas para técnicas de controle (SILVA et al., 2012). 

O epitélio intestinal é a maior interface entre um inseto e o meio ambiente. Neste 

conceito, é razoável se pensar que a interferência no processo digestivo dos insetos deva 

culminar em comprometimento da sua sobrevivência. Hoje, a procura por novos métodos de 

controle, que agem através do intestino, vem crescendo e estratégias baseadas em 

biomoléculas (inibidores de enzimas, lectinas, quitinases, etc.) já estão sendo testadas. Porém, 

antes de pensarmos em métodos de controle temos que ter, primeiramente, um conhecimento 

sólido sobre a fisiologia do inseto a ser combatido. Assim, os estudos sobre morfologia e 

processos digestivos se tornam essenciais. 

 

2.9 Guanilidrazonas 

As guanilidrazonas representam um grupo de compostos que compreendem diferentes 

classes químicas, contendo um grupo guanidino ligado a um grupo hidrazina (LEE et al., 

2005). As guanilidrazonas são compostos que possuem variados efeitos farmacológicos já 

descritos na literatura. Guanilidrazonas apresentam atividade inibitória sobre serino-proteases 

(DIMENSIONAL PHARMACEUTICALS, 1999). Serino-proteases estão envolvidas no 

processo de digestão (Tripsina e Quimotripsina), formação e dissolução de coágulos 

(Trombina, Plasmina) (TAPPARELLI et al., 1993), amplificação da resposta imunitária 

(elastase) e outras atividades biológicas. 
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São também potentes inibidores da enzima NO sintase e por diminuírem a liberação de 

óxido nítrico (NO), podem ser utilizados como anti-inflamatórios por inibirem a secreção de 

citocinas por macrófagos e outras células (inibem inflamação mediada por NO). Além disso, 

por inibirem seletivamente NO sintase, esses compostos podem ser utilizados no tratamento 

de enfermidades cardiovasculares e de suas complicações, quando causadas pela liberação de 

NO. O efeito de guanilidrazonas sobre a NO sintase ocorre devido à ligação covalente e 

irreversível com o grupo prostético da enzima, causando perda da atividade catalítica (LEE et 

al., 2005).  Guanilidrazonas também inibem a captação de arginina por células tumorais e 

inflamatórias (CYTOKINE PHARMASCIENCES, 2001). 

Bairwa et al. (2010) descreveram atividade anti-tuberculose de compostos híbridos 

formados por guanilidrazonas e ácido cinâmico, tendo a porção guanilidrazona papel no 

sequestro da endotoxina lipopolissacarídica bacteriana, devido ao caráter catiônico de sua 

estrutura. Guanilidrazonas também já foram descritas devido ao seu potencial inibitório sobre 

o estresse oxidativo presente nas complicações da Diabetes. Complicações pulmonares 

crônicas em diabéticos são bastante comuns, sendo causada principalmente pelo estresse 

oxidativo gerado e pela formação de produtos finais de glicação avançada (AGEs). As 

guanilidrazonas previnem a formação de AGEs por possuírem em sua estrutura um 

grupamento hidrazina que reage com grupamentos glioxal, metilglioxal e desoxiglicosona 

(THORNALLEY, 2003). Além disso, possuem efeito direto (em doses baixas) sobre o 

estresse oxidativo por atuarem sobre a catalase e catabolismo de poliaminas (NILSSON, 

1999).  

Devido à variedade de atividades biológicas onde serino-proteases, NO sintase e 

mecanismos do estresse oxidativo estão envolvidos, o desenvolvimento e pesquisa por novas 

substâncias (como guanilidrazonas) que atuem nesses alvos têm aumentado bastante nos 

últimos anos, a fim de buscar compostos mais seletivos e com menos toxicidade, a fim de 

prover novas alternativas de tratamento para diversas enfermidades e também para outras 

aplicações que envolvam esses mecanismos. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Estudar o metabolismo energético das larvas do inseto Rhynchophorus palmarum, e 

caracterizar a atividade da TAG-lipase em diferentes tecidos. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 Manter criação de larvas de Rhynchophorus palmarum em laboratório: 

 Fazer estudo comparativo da viabilidade das larvas submetidas à dieta 

com mesocarpo de coco e dieta artificial, avaliando o peso médio; 

 Avaliar a disponibilidade de carboidratos na hemolinfa do inseto 

(glicose, trealose e glicogênio) e de lipídios no corpo gorduroso. 

 Caracterizar atividade da TAG-lipase em diferentes tecidos de larvas de 

Rhynchophorus palmarum; 

 Avaliar a atividade lipásica em diferentes condições (pH, temperatura, 

curva temporal, curva de inibição, efeito do sal); 

 Avaliar diferenças na atividade entre os estágios de desenvolvimento; 

 Avaliar o efeito de guanilidrazonas sintéticas na atividade TAG-lipase. 
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4 METODOLOGIA 

4.1 Avaliação da viabilidade larvar frente a duas dietas experimentais 

A metodologia da avaliação da viabilidade larvar de R. palmarum foi esquematizada 

na figura 11. 

 
Figura 11 – Esquema da metodologia utilizada para dosagem de variados parâmetros em 

populações de larvas de R. palmarum alimentadas com duas dietas experimentais. 

 
Fonte: Autor, 2014 

 

4.1.1 Insetos  

As larvas do inseto Rhynchophorus palmarum foram obtidas de uma colônia mantida 

no Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular de Insetos da Universidade Federal de 

Alagoas. As larvas foram mantidas a 28ºC com umidade relativa entre 70 e 80% e 

alimentadas com mesocarpo de coco ou dieta artificial (SARRO et al., 2005) (Tabela 1) em 

quantidades equivalentes. 

 

4.1.2 Avaliação do desenvolvimento larvar e peso médio 

Grupos de 20 larvas, três dias após a eclosão foram submetidas à dieta artificial 

(Tabela 1) e dieta natural com mesocarpo de coco, em quantidades equivalentes. O 

desenvolvimento larvar (viabilidade e ganho de peso) e demais parâmetros foram 

acompanhados durante 15, 30, 45 e 60 dias. 
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Tabela 1 – Componentes da dieta artificial de larvas de Rhynchophorus palmarum. 

Componentes Quanti

dades 

Ácido propiônico 0,37mL 

Açúcar refinado 5,5g 

Ágar-ágar 10g 

Água destilada 100mL 

Aveia em flocos 17g 

Farinha de milho fina 

(fubá) 

32,5g 

Fibra de cana 26g 

Solução Vitamínica 10mL 

Fonte: Adaptado de SARRO et al., 2005. 

 

4.1.3 Dosagem dos níveis de glicose, trealose e glicogênio das larvas 

A hemolinfa das larvas foi coletada em solução salina contendo feniltiouréia (3-

13mg/mL) (Sigma Aldrich
®
, St. Louis, EUA), mantidas em gelo, centrifugadas (5min - 

13000g e o sobrenadante utilizado. A concentração de glicose foi determinada por incubação 

durante 30 min a 37 ºC utilizando kit comercial, conforme as instruções do fabricante 

(glucox
®
 Kit enzimático para dosagem de glicose; Doles, Inc.). Para determinação de trealose, 

as amostras foram incubadas com trealase (0,1 U, Sigma Aldrich
®
, St. Louis, EUA) em 

tampão fosfato 40 mM, pH 5,5 por 4 horas a 40 ºC (MARIANO et. al., 2009). Após a 

incubação, a quantidade de glicose derivada da hidrólise da trealose foi determinada como 

descrito acima. 

Na avaliação do teor de glicogênio as larvas foram dissecadas e os corpos gordurosos 

retirados para análise. Os tecidos homogeneizados em solução tampão contendo acetato de 

sódio 10 mM, pH 4,8 foram submetidos a centrifugação a 10.000g por 10 min. Alíquotas do 

sobrenadante foram incubadas com 1 unidade de amiloglicosidase (Sigma Aldrich
®
, St. Louis, 

EUA) por 4 h a 40 
o
C e a concentração de glicose foi determinada a partir do glicogênio, por 

incubação durante 30 min a 37 ºC. 
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4.1.4 Dosagem dos níveis de lipídios no corpo gorduroso das larvas 

O ensaio com vanilina foi utilizado para medida de lipídios no corpo gorduroso 

(WILLIAMS et al., 2011). Aos tubos com os tecidos homogeneizados foi adicionado ácido 

sulfúrico, e em seguida levados a incubação a 95 ºC por 10 min. Alíquotas de 5 mL de 

vanilina foram adicionadas e as amostras mantidas no escuro por 45 min com conseguinte 

leitura a 530 nm. O cálculo da concentração de lipídios nas amostras foi realizado utilizando 

uma curva padrão de trioleína. 

 

4.2 Caracterização da atividade TAG-lipase 

A metodologia da caracterização da atividade TAG-lipase em R. palmarum foi 

esquematizada na figura 12. 

 

4.2.1 Preparação dos extratos proteicos para avaliação da atividade 

Triacilglicerol-lipase 

Larvas de 4º instar de R. palmarum foram dissecadas em salina 0,15M e o intestino 

médio anterior, intestino médio posterior e o conteúdo intestinal foram posteriormente 

macerados em salina, separadamente, e sonicados por 10 min em banho sonicador (Ultra 

Cleaner 700, Unique
®
, São Paulo, Brasil). Em seguida, os macerados foram centrifugados 

(6.000 g / 20 min) em centrífuga refrigerada (Sigma 3K30 Centrifuge, Sigma Centrifuges
®

, 

Shrewsbury, Inglaterra) e os sobrenadantes obtidos foram utilizados imediatamente como 

fonte de enzima para as medidas de atividade. Os testes de atividade foram realizados com 

larvas provenientes da dieta que culminou em maior viabilidade. Neste trabalho, o intestino 

médio anterior e posterior foram mencionados como intestino anterior e intestino posterior. 

 

4.2.2 Dosagem de proteínas 

As proteínas solúveis dos extratos proteicos de tecidos digestivos das larvas foram 

dosadas pelo método de Bradford (1976), utilizando albumina de soro bovino como padrão. 
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Figura 12 - Esquema da metodologia utilizada para caracterização da atividade TAG-

lipase em larvas de R. palmarum alimentadas com dieta artificial. 

 

Fonte: AUTOR, 2014. 

 

4.2.3 Dosagem de atividade TAG- lipase 

A dosagem da atividade Triacilglicerol Lipase (TAG-lipase) foi realizada pelo método 

colorimétrico proposto por Choi et al (2003) utilizando 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzóico (DTNB) 

e 2,3-dimercapto-1-propanol tributirato (DMPTB), ambos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, 

EUA). O princípio do teste consiste no uso do DMPTB como substrato para a TAG-lipase 

presente na amostra. Os grupos tiol livres que são gerados a partir da hidrólise do DMPTB 

pela lipase, reduzem o DTNB desenvolvendo uma coloração amarela. Para otimizar este 

método, anteriormente descrito por Kurooka et al. (1977), foi utilizado como branco uma 

mistura de reação sem a presença do substrato DMPTB e com a presença da amostra, a fim de 

contabilizar a atividade de esterases não-específicas. 

A mistura de reação padrão contém 0,2 mM DMPTB, 0,8 mM DTNB, 1 mM EDTA, 

0,05% Triton X-100, 50 mM Tris-HCl (pH 7,5) e água deionizada. Para a detecção específica 

da atividade da lipase nos extratos de tecidos, foi utilizado um branco que não continha 

DMPTB. A mistura de reação foi incubada com os extratos proteicos por 30 min à 37 ºC em 
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banho-maria (Water both 1100, FANEM
®
, Guarulhos, Brasil) e a leitura realizada 

posteriormente em espectrofotômetro UV VIS (UV mini-1240, Shimadzu
®
, Quioto, Japão) no 

comprimento de onda de 405nm (CHOI et al., 2003). Todos os testes foram realizados em 

triplicata e expressos nos gráficos em atividade específica (U de enzima/µg de proteína). 

 

4.2.4 Medida da atividade TAG-lipase em função da concentração dos 

extratos proteicos 

A atividade TAG-lipase foi avaliada conforme descrito no tópico anterior. A atividade 

enzimática foi avaliada nos extratos de intestino anterior e intestino posterior nas 

concentrações de 2,5 µg/mL, 5 µg/mL, 7,5 µg/mL e 10 µg/mL de proteína. Nos testes com o 

extrato do conteúdo intestinal, a atividade enzimática foi avaliada nas concentrações de 1 

µg/mL, 2 µg/mL, 3 µg/mL, e 4 µg/mL de proteína. Todos os testes foram feitos em triplicata. 

 

4.2.5 Medida da atividade TAG-lipase em função do tempo 

Para avaliação da curva temporal, a atividade TAG-lipásica foi medida após diferentes 

tempos de incubação à 37º C. Para os testes de caracterização da atividade foram utilizados 

concentrações padrão dos extratos proteicos de cada tecido. Foram utilizados 5 µg/mL de 

proteína para os testes com intestino anterior e posterior e 4 µg/mL de proteína para os testes 

com conteúdo intestinal. 

 

4.2.6 Efeito da temperatura  

Para avaliação do efeito da temperatura na atividade enzimática, a mistura de reação 

com os extratos nas concentrações padrão foram incubados em diferentes temperaturas e a 

medida realizada conforme descrito no item 4.2.3. 

 

4.2.7 Efeito do pH  

A medida da atividade lipásica em diferentes valores de pH foi realizada utilizando 

tampão Tris-HCl 1M (pH 7,0-9,0) e tampão Acetato de Sódio 1M (pH 5,5-6,5). O pH foi 

ajustado pela adição de HCl ou ácido acético. O protocolo de dosagem foi realizado como 

descrito no item 4.2.3. 

 

 



47 

 

4.2.8 Efeito do Fluoreto Fenilmetanosulfonil (PMSF) 

 Para determinação do efeito do PMSF (Sigma Aldrich
®
, St. Louis, EUA) sobre 

a atividade lipásica, concentrações crescentes dessa substância foram incubadas por 10 

minutos com o extrato proteico e a atividade lipásica foi medida como descrito no item 4.2.3. 

 

4.2.9 Efeito da força iônica sobre a atividade lipásica 

Para determinação do efeito do sal sobre a atividade lipásica, concentrações crescentes 

de cloreto de sódio (NaCl) (Vetec
®
, Rio de Janeiro, Brasil) foram adicionadas à mistura de 

reação e a atividade lipásica foi medida como descrito no item 4.2.3. 

 

4.2.10 Medida da atividade lipásica em diferentes estágios de desenvolvimento 

do R. palmarum 

Os extratos proteicos dos tecidos foram obtidos como descrito no item 4.2.1. Os 

estágios de desenvolvimento do inseto onde a atividade enzimática foi avaliada foram: larva 

(L2), larva (L4), pupa e inseto adulto. A dosagem da atividade foi realizada conforme descrito 

no item 4.2.3. 

 

4.2.11 Efeito de guanilidrazonas na atividade TAG-lipase 

As guanilidrazonas foram obtidas por síntese realizada pelo Laboratório de Pesquisa 

em Recursos Naturais (LPqRN) da Universidade Federal de Alagoas, foram gentilmente 

cedidos pelo Prof. Dr. João Xavier de Araújo Júnior. Todas as guanilidrazonas foram 

sintetizadas na forma de sais de cloridratos, a fim de viabilizar boa solubilidade em meio 

aquoso (semelhante ao meio fisiológico). As estruturas químicas e os pesos moleculares 

dessas substâncias estão dispostos na tabela 2 e 3, respectivamente (SILVA-JUNIOR, 2013; 

FRANÇA, 2014; EPIFÂNIO, 2011). 
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Tabela 2 – Estruturas químicas das Guanilidrazonas sintéticas testadas. 

W001 (E)-2-((1H-indol-5-il)metileno) 

hidrazinacarboximidamida 

N
H

N

H
N NH

NH2

 

W002 (E)-2-(4-clorobenzilideno) 

hidrazinacarboximidamida 

Cl

N

H
N NH

NH2  

W003 (E)-2-(4-cianobenzilideno) 

hidrazinacarboximidamida N

H
N NH

NH2
N

 

W009 (E)-2-(benzo[d][1,3]dioxol-5-

ilmetileno) hidrazinacarboximidamida 

 

N

H
N NH

NH2

O

O  

W010 (E)-2-(3,5-di-tert-butil-4-

hidroxibenzilideno)hidrazinacarboximidamida 
N

H
N NH

NH2
HO

 

W011 (E)-4-((2-carbamidoilhidrazona)metil) 

ácido benzoico N

H
N NH

NH2
O

OH  

W013 (E)-2-(quinolin-4-ilmetileno) 

hidrazinacarboximidamida 

N

N

H
N NH

NH2  

W015 (E)-2-benzilidenohidrazina 

carboximidamida 

 

N

H
N NH

NH2  

Fonte: AUTOR, 2014. 
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Para determinação do efeito dessas substâncias sobre a atividade lipásica, 0,2 mM de 

cada substância foi pré-incubada com o extrato proteico dos tecidos por 10 min e somente 

depois foram incubados por 30 min com a mistura de reação e realizada a leitura conforme o 

protocolo. O efeito das guanilidrazonas também foi testado em uma lipase comercial de 

Candida Rugosa (Sigma Aldrich
®
, St. Louis, EUA), como controle positivo. 

 

Tabela 3 – Pesos moleculares das Guanilidrazonas. 

Guanilidrazona Peso molecular 

W001 237,69 g/mol 

W002 233,10 g/mol 

W003 223,66 g/mol 

W009 242,66 g/mol 

W010 326,86 g/mol 

W011 242,66 g/mol 

W013 249,79 g/mol 

W015 198,65 g/mol 

Fonte: AUTOR, 2014. 

 

4.2.12 Docking molecular da guanilidrazona W011 

Todas as estruturas unidimensionais das guanilidrazonas testadas foram desenhadas 

utilizando a versão trial do software ChemDraw Ultra 10
®

 e, posteriormente, convertidas em 

estruturas tridimensionais, nos formatos .pdb*, utilizando o trial software ChemDraw 3D
®

, 

ambos desenvolvidos pela CambridgeSoft, em 1986 e atualizado até 2005.  

Para a execução dos experimentos de docking molecular foi utilizado um software 

amplamente empregado com tal finalidade, o AutoDock Tools
®
, versão 1.5.6. 

A estrutura tridimensional da Lipase de Candida rugosa utilizada foi obtida do Protein 

Data Bank (PDB) sob o código 1TRH. Os contatos polares e pontes de hidrogênio formados 

no complexo ligante-enzima foram previstos utilizando o trial software PyMol
®

. O docking 

molecular foi realizado em parceria com o Laboratório de Química Medicinal (LQM) da 

Universidade Federal de Alagoas, supervisionado pelo Prof. Dr. João Xavier de Araújo Junior 

e realizado pelo mestrando Edeildo Ferreira da Silva Júnior. 
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4.3 Análise estatística 

Os gráficos foram plotados utilizando o software GraphPad Prism 5 (GraphPad 

Software, Inc., San Diego). Todos os dados são expressos como média ± média do erro 

padrão. A comparação entre os grupos foi realizada pela análise de variância (ANOVA) 

seguida por teste de Bonferroni. Os níveis de significância foram 0,05 e os valores de p são 

indicados nas legendas das figuras.  

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Avaliação da viabilidade larvar frente a duas dietas 

Os testes de viabilidade larvar mostraram que larvas submetidas à dieta artificial 

tiveram uma porcentagem de mortalidade bem inferior quando comparadas as larvas em dieta 

natural. Essa diferença aumenta respectivamente nos dias 15, 30, 45 e 60, onde em dieta 

natural (mesocarpo do coco) a mortalidade é em torno de 50% já nos primeiros 15 dias, 

comparado à dieta artificial em torno de 10% (Figura 13A). O ganho de peso em dieta natural 

foi menor e mais tardio comparado a um ganho de peso rápido em dieta artificial, sendo 

expressivo com 15 dias e aumentando até 60 dias (Figura 13B). A dieta artificial supriu a 

necessidade fisiológica do inseto, refletindo em um melhor padrão de qualidade para os 

ensaios em laboratório. O nível de nutrientes estocados é fundamental, sobretudo no ciclo de 

vida de insetos holometábolos, visto que, durante alimentação na fase larvar as reservas 

energéticas acumuladas, além de usadas nos processos de metamorfose, irão prover reserva de 

nutrientes para o inseto adulto (MIRTH & RIDDIFORD, 2007). 

Quanto aos níveis de glicose e trealose na hemolinfa, observou-se aumento de ambos 

ao longo dos dias, sobretudo em dieta artificial (Figura 14A e 14B). 
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Figura 13 - Medida de viabilidade (A) e peso  (B) de larvas de Rhynchophorus palmarum 

submetidas a duas dietas experimentais (barras abertas dieta normal; barrras tracejadas dieta 

artificial). As barras verticais representam a média do erro padrão em 3 determinações 

diferentes (* = P < 0,05; ** = P < 0,001; *** = P < 0,0001). 

 

 

 

 

 

 

E 

 

 

S 

Fonte: AUTOR, 2014. 

 

Esses aumentos refletem nas reservas de glicogênio no corpo gorduroso das larvas. O 

nível deste nas duas dietas aumenta ao longo dos dias, sugerindo que os carboidratos 

digeridos no intestino estão sendo armazenados na forma de glicogênio no corpo gorduroso. 

Após 15 dias, esse aumento já é significativo com a dieta artificial (Figura 15A). Esses dados 

são consistentes com a literatura, já que a glicose é estocada na forma de glicogênio, e este é 

rapidamente mobilizado para uso nos tecidos na forma de trealose (THOMPSON, 2003). Os 

carboidratos são utilizados para manutenção do metabolismo energético durante o período de 

jejum, síntese de quitina, sendo importante ainda no processo de voo nos insetos 

(KAUFMANN & BROWN, 2008). Ainda, estudos com vários insetos têm mostrado que a 

aclimatação ao frio leva ao aumento no conteúdo de glicose e trealose, e essas mudanças são 

suportadas pela rápida mobilização de glicogênio (OVERGAARD et al., 2007; VANIN et al., 

2008). Esses fatores podem estar relacionados à menor mortalidade de larvas submetidas à 

dieta artificial. 
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Figura 14 - Teor de glicose (A) e trealose (B) na hemolinfa de larvas de Rhynchophorus 

palmarum submetidas a duas dietas experimentais (círculos dieta normal; quadrados dieta 

artificial). As barras verticais representam a média do erro padrão em 3 determinações 

diferentes (* = P < 0,05; ** = P < 0,001) 

 

Fonte: AUTOR, 2014. 

 

Figura 15 - Teor de glicogênio (A) e triglicerídeos (B) do corpo gorduroso de larvas de 

Rhynchophorus palmarum submetidas a duas dietas experimentais (barras abertas dieta normal; 

barrras tracejadas dieta artificial). As barras verticais representam a média do erro padrão em 

3 determinações diferentes (* = P < 0,05; ** = P < 0,001; *** = P < 0,0001). 
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Os adipócitos de insetos estocam uma grande quantidade de lipídios, essenciais para 

crescimento e reprodução e ainda provém energia necessária durante os períodos longos sem 

alimentação (HAHN & DENLINGER, 2007). Esse perfil de estocagem de lipídios na fase 

larvar é encontrado ao longo dos dias, com aumento gradativo de lipídios nas duas dietas 

testadas. Assim como no peso das larvas e no conteúdo de glicogênio, observou-se uma 

diferença estatisticamente significante entre os grupos da dieta, mostrando a alta taxa de 

acúmulo de lipídios pela larva (Figura 15B). 

Essas considerações tem impacto direto no metabolismo energético do inseto 

favorecendo a sua utilização em bioensaios no laboratório, sobretudo a respeito do 

metabolismo de lipídios e carboidratos. As reservas lipídicas são as mais importantes reservas 

utilizadas pelo inseto, visto a alta demanda energética para os processos de metamorfose 

(HAHN & DENLINGER, 2007), desenvolvimento do embrião e períodos prolongados de voo 

(ZIEGLER & VAN ANTWERPEN, 2006). Representam em alguns insetos mais de 50% do 

seu peso seco, sendo a maior parte destes lipídios estocada na forma de triglicerídeos, 

normalmente sintetizados a partir de carboidratos da dieta. A função de estocagem de 

nutrientes é essencial para o ciclo de vida de insetos, sobretudo holometábolos, que devem 

acumular uma quantidade mínima de nutrientes durante os instares larvais para sobreviver 

durante os períodos de jejum e metamorfose. 

 

5.2 Caracterização da atividade TAG-lipase 

A caracterização da atividade TAG-lipase foi proposta com o intuito de conhecer mais 

a biologia e funcionamento da lipase intestinal das larvas do inseto R. palmarum. Na curva de 

concentração, onde diferentes concentrações do extrato proteico foram testadas quanto à 

presença de TAG-lipase, foi observado aumento da atividade enzimática em função do 

aumento da concentração de proteínas dos extratos em teste (Figura 16). Nesse caso, observa-

se que a quantidade de ácidos graxos livres liberados foi proporcional à quantidade de enzima 

adicionada. Grillo et al. (2007) descreveram resultados semelhantes ao testar a atividade 

TAG-lipase em Rhodnius prolixus, confirmando o fato de que os extratos proteicos 

funcionam bem como fonte de enzimas e que as condições de incubação impostas são 

adequadas. Os resultados obtidos demonstraram alta linearidade, em todos os tecidos 

analisados, assim como foi observado por Choi et al. (2003) em testes utilizando como fonte 

de enzima uma lipase comercial liofilizada de Candida rugosa. 
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A análise do curso temporal da atividade TAG-lipase mostrou linearidade até os 45 

min nas condições de incubação propostas, mostrando que o tempo de incubação padrão 

utilizado na metodologia desse trabalho (30 min) está dentro da linearidade e a enzima 

mantém-se estável no tempo de incubação escolhido. Os testes enzimáticos devem usar como 

tempo de incubação valores que se encaixem no perfil de linearidade. Choi et al. (2003) 

também utilizaram 30 min como tempo de incubação por ser um valor que pertence à faixa de 

linearidade do método (Figura 17). 

 

Figura 16 – Avaliação da atividade TAG-lipase em tecidos digestivos de Rhynchophorus 

palmarum em função da concentração de proteínas de extratos proteicos dos tecidos. 

.  

 
Fonte: AUTOR, 2014. 
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Figura 17 – Curso temporal da atividade TAG-lipase de tecidos digestivos de larvas de R. 

palmarum. Intestino anterior (5µg/mL de proteína); Intestino posterior (5µg/mL de proteína) e 

Conteúdo intestinal (40µg/mL de proteína). 

 
Fonte: AUTOR, 2014. 

 

Temperatura e pH são dois fatores importantes para o bom funcionamento de uma 

enzima, portanto, a regulação desses fatores em testes enzimáticos é de extrema importância 

(ZIBAEE, 2012). Toda enzima tem sua temperatura ótima de funcionamento, onde sua 

atividade é máxima, e a velocidade da reação se intensifica com o aumento da temperatura. 

Porém, temperaturas extremas desnaturam a estrutura proteica da enzima, ocasionando perda 

de sua atividade catalítica (ARREGUÍN-ESPINOSA et al., 2000). A TAG-lipase das larvas de 

R. palmarum apresentou temperatura ótima de 37 ºC na maioria dos tecidos testados, 

apresentando no conteúdo intestinal uma temperatura ótima também em 48 ºC. Também é 

importante destacar que foi observado atividade lipásica significativa em temperaturas muito 

baixas (4 ºC). Assim como foi observado na lipase de larvas de R. palmarum, o aumento da 

temperatura ocasiona perda gradativa da função enzimática, até a total desnaturação proteica 

(Figura 18), aspecto também observado por Arreguín-Espinosa et al. (2000) em larvas de 

Cephaloleia presignis. Zibaee et al. (2008) identificaram temperatura ótima da lipase de 

larvas de Chilo suppressalis também em torno de 37–40 ºC e Zibaee e Fazeli-Dinan (2012) 

encontraram valores de atividade enzimática máxima em temperaturas em torno de 35-40 ºC 
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nas larvas de Naranga aenescens. Temperatura ótima em torno de 30 ºC foi observada em 

lipase purificada do intestino médio da borboleta branca Pieris brassicae (ZIBAEE, 2012). 

Já a variação de pH pode alterar a função enzimática porque as enzimas podem possuir 

aminoácidos com grupos ionizáveis nos seus sítios ativos, que podem se alterar durante as 

variações. Além disso, outros aminoácidos que não pertencem ao sítio ativo também podem 

conter grupos ionizáveis e essas variações podem ocasionar mudanças na conformação da 

proteína e consequentemente na sua função (ARREGUÍN-ESPINOSA et al., 2000). A TAG-

lipase de R. palmarum tem seu pH ótimo em torno de 8.5 (Figura 19). 

 

Figura 18 – Efeito da temperatura na atividade TAG-lipase de tecidos digestivos de 

larvas de R. palmarum. Intestino anterior (5µg/mL de proteína); Intestino posterior (5µg/mL de 

proteína) e Conteúdo intestinal (40µg/mL de proteína). As barras verticais representam a média 

do erro padrão em 3 determinações diferentes. 

 
Fonte: AUTOR, 2014. 
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Figura 19 – Efeito do pH na atividade TAG-lipase de tecidos digestivos de larvas de R. 

palmarum. Intestino anterior (5µg/mL de proteína); Intestino posterior (5µg/mL de proteína) e 

Conteúdo intestinal (40µg/mL de proteína). 

 
Fonte: AUTOR, 2014. 

 

O valor encontrado foi diferente dos valores descritos na literatura para outras espécies 

de coleópteros, onde o pH ótimo situa-se em um pH neutro (7,0) ou ligeiramente ácido (5,0) 

(COPPEDGE et al., 1994; RYMERSON & BODNARYK, 1995; TERRA & 

CRISTOFOLETTI, 1996; KURODA et. al, 1996; NOVILLO et. al, 1997). Em outras espécies 

da família Curculionidae foram descritos duas faixas de pH ótimo, uma de 5,0-6,0 e outro em 

9,0-10,0 correspondente ao intervalo de pH de proteases de cisteína e de serina, 

respectivamente (GIRARD et al., 1998;  BONADÉ-BOTTINO et al., 1999). Um pH ótimo 

em torno de 7,0 - 7,5 também foi observado em tecido de intestino médio de Rhodnius 

prolixus (GRILLO et al., 2007). Zibaee et al. (2008) demonstraram pH ótimo 10,0 para larvas 

do lepidóptero Chilo suppressalis. Em Cephaloleia Presignis o pH ótimo foi encontrado em 

pH neutro (7,0) (ARREGUÍN-ESPINOSA et al., 2000).  Assim, dentre tantas variações, é 

bem conhecido que os insetos são capazes de regular rigidamente o pH do intestino para 

fornecer condições ideais para o processo digestivo, tendo sido relatado variações de três 

unidades de pH ao longo do trato digestivo do coleóptero Costelytra zealandica (BIGGS & 

MCGREGOR, 1996). A rígida regulação do pH intestinal em insetos evitam variações de pH 

que podem afetar as taxas de reação, alterando o estado de carga do substrato ou o sítio ativo 
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da enzima. As enzimas geralmente possuem seu pH ótimo compatível com o pH do órgão em 

que estão localizadas, o pH luminal do intestino médio é básico, o que valida os resultados 

encontrados para larvas de R. palmarum, sendo o pH ótimo 8,5. Extremos de pH e de 

temperatura podem também romper as ligações de hidrogênio da enzima, presentes em sua 

estrutura tridimensional, causando desnaturação da proteína (ZHENG & COHEN, 2000).  

O efeito do PMSF, inibidor de serino proteases, sobre a atividade TAG-lipase foi 

avaliado em concentrações crescentes da substância (Figura 20). Os resultados dos testes 

demonstraram diminuição da atividade enzimática à medida que a concentração de PMSF na 

mistura de reação foi aumentada. Nos tecidos digestivos do intestino anterior e posterior foi 

observada inibição total da atividade TAG-lipase após incubação com 5 mM de PMSF. No 

conteúdo intestinal de larvas de R. palmarum a incubação com 2,5mM de PMSF resultou em 

diminuição expressiva da atividade enzimática, cerca de 75%. Esses resultados sugerem que a 

TAG-lipase de R. palmarum possui, provavelmente, resíduo de serina em seu sítio ativo. 

Grillo et al. (2007) observaram resultados semelhantes em Rhodnius prolixus, onde a 

atividade lipásica do conteúdo intestinal diminuiu quase 30% após incubação com 2,5 mM de 

PMSF. Efeitos semelhantes também foram observados na TAG-lipase de glândulas acessórias 

reprodutivas de Phlebotomus papatasi (ROSETTO et al., 2003). Investigações em Pieris 

brassicae utilizando zimograma demonstraram ausência de qualquer efeito inibitório na 

atividade da lipase digestiva purificada (ZIBAEE, 2012). Em outro trabalho, com estudos com 

o coleóptero Cephaloleia presignis, também não foi observada inibição da lipase da 

hemolinfa do inseto por PMSF, porém, a enzima foi inibida por outros inibidores de protease 

diferentes de serina (ARREGUÍN-ESPINOSA et al., 2000). Este fato sugere que essas lipases 

não possuem resíduos de serina em seu sítio ativo.  Os resultados encontrados para o efeito de 

PMSF sobre a atividade TAG-lipase de tecidos digestivos das larvas de R. palmarum são 

compatíveis com os descritos na literatura, onde é descrito que a inibição de lipases ocorre na 

concentração de 3 mM de PMSF (ARREGUÍN-ESPINOSA et al., 2000). A relação dos 

resíduos de serina, inibidores de serino-proteases e a atividade enzimática confirmam a 

importância da tríade catalítica no sítio ativo de lipases. 
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Figura 20 – Efeito do PMSF na atividade TAG-lipase de tecidos digestivos de larvas de 

R. palmarum. Intestino anterior (5 µg/mL de proteína); Intestino posterior (5 µg/mL de 

proteína) e Conteúdo intestinal (40 µg/mL de proteína). As barras verticais representam a média 

do erro padrão em 3 determinações diferentes. 

 

Fonte: AUTOR, 2014. 

 

O efeito da força iônica (NaCl) sobre a atividade TAG-lipásica nos tecidos digestivos 

de larvas de R. palmarum demonstrou leve perda da atividade (Figura 21). A máxima perda 

de estabilidade da enzima analisada foi com a concentração de NaCl 1M, havendo perda de 

atividade de cerca de 40% nos tecidos do intestino e perda de 16% na atividade lipásica do 

conteúdo intestinal. Estudo envolvendo purificação da lipase digestiva de Pieris brassicae 

também avaliou o efeito da força iônica (NaCl) na atividade da enzima, a fim de prever o 

efeito causado pelo sal durante as etapas de purificação que utilizaram eluição com gradiente 

de NaCl em colunas cromatográficas. Os resultados encontrados por Zibaee (2012) 

demonstraram alto efeito inibitório sobre a lipase após a purificação, perda de cerca de 60% 

na atividade enzimática na concentração de NaCl 0,5M.  
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Figura 21 - Efeito da força iônica (NaCl) na atividade TAG-lipase de tecidos digestivos 

de larvas de R. palmarum. Intestino anterior (5µg/mL de proteína); Intestino posterior (5µg/mL 

de proteína) e Conteúdo intestinal (40µg/mL de proteína). As barras verticais representam a 

média do erro padrão em 3 determinações diferentes. (* = P < 0,05; ** = P < 0,001). 

 
Fonte: AUTOR, 2014. 

 

Outros estudos que avaliaram o efeito da força iônica (NaCl) em lipases demonstraram 

efeito contrário ao observado em R. palmarum. Grillo et al (2007) observaram aumento da 

catálise após incubação prévia dos extratos enzimáticos do intestino de R. prolixus com 

concentrações de 0-1M de NaCl. Essa dependência enzimática de NaCl também foi observada 

em lipase do corpo gorduroso de Locusta migratoria (HIRAYAMA & CHINO, 1987). A 

variação entre o efeito inibitório ou estimulante da atividade de TAG-lipases parece estar 

relacionada às interações eletrostáticas envolvidas na ligação do substrato ao sítio ativo da 

enzima (GRILLO et al., 2007). 

O R. palmarum possui diferenças no metabolismo energético ao longo de suas fases de 

desenvolvimento, por ser um inseto holometábolo, durante as fases larvais o inseto armazena 

lipídios e glicogênio para que possa ser utilizado como fonte de energia na fase adulta 

(ZIEGLER, 1991). Assim, diferenças entre os perfis enzimáticos entre os estágios de 
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desenvolvimento de R. palmarum foram previstos. A dosagem da atividade TAG-lipase nos 

tecidos em diferentes estágios de desenvolvimento é mostrada na figura 22. 

 

Figura 22 – Atividade TAG-lipase de tecidos digestivos em diferentes estágios de 

desenvolvimento de R. palmarum. Barras pretas representam o estágio de pupa e barras brancas 

o inseto adulto. As barras verticais representam a média do erro padrão em 3 determinações 

diferentes. 

 
Fonte: AUTOR, 2014. 

 

Nos resultados é possível observar um aumento da atividade TAG-lipase no corpo 

gorduroso dos ínstares finais (pupa e inseto adulto) ao contrário do que é observado no corpo 

gorduroso de estágios larvais iniciais, evidenciando a importância do funcionamento da 

enzima para mobilização de reservas energéticas que foram estocadas nos estágios iniciais de 

desenvolvimento. 

A lipase é uma serino-protease e por isso o efeito inibitório das guanilidrazonas sobre 

sua ação foi testado.  O efeito inibitório da atividade TAG-lipase do intestino anterior e 

posterior foi observado para a maioria das guanilidrazonas testadas (Figura 23). A inibição foi 

significativa para quase todos os compostos, quando comparadas ao grupo controle, sendo a 

inibição mais expressiva causada pelo composto W011 (em ambos os tecidos), onde foi 

observada perda de 57% da atividade TAG-lipase no intestino anterior e de quase 80% no 

intestino posterior. Efeitos inibitórios também foram encontrados em teste realizado com 

Lipase comercial de Candida rugosa (Sigma Aldrich
®
, St. Louis, EUA), que foi utilizado 

como controle positivo, mostrando inibição com diferenças significativas na maioria das 

guanilidrazonas testadas (Figura 24). 
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Figura 23 - Efeito de guanilidrazonas sintéticas na atividade TAG-lipase de tecidos 

digestivos de larvas de R. palmarum. Intestino anterior (5µg/mL de proteína) e Intestino 

posterior (5µg/mL de proteína). As barras verticais representam a média do erro padrão em 3 

determinações diferentes (* = P < 0,05; ** = P < 0,001). 

 
Fonte: AUTOR, 2014. 

 
Figura 24 - Efeito de guanilidrazonas sintéticas na atividade da Lipase comercial de 

Candida rugosa (1U). As barras verticais representam a média do erro padrão em 3 

determinações diferentes (* = P < 0,05; ** = P < 0,001). 

 
Fonte: AUTOR, 2014. 

 

Com relação às modificações estruturais planejadas dos compostos, grupamentos 

volumosos em meta e para foram utilizados como parâmetro para avaliar a influência do 
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efeito do impedimento estérico na ligação dos compostos à enzima. A introdução de grupos 

eletrorretiradores em para, possibilitou observar se o efeito indutivo de elétrons era capaz de 

influenciar a atividade inibitória dos compostos sobre as lipases. A variação do núcleo 

aromático benzeno por núcleos maiores como, por exemplo, indólico, permitiu verificar se um 

domínio hidrofóbico maior teria capacidade de influenciar na interação composto/enzima, em 

termos de encaixe molecular. Diante de tais modificações, observou-se que a introdução de 

grupos volumosos e anéis modificados conferiam um melhor perfil inibidor, principalmente 

aos compostos 1 e 10 (indol e 4-hidroxi-3,5-ditert-butila, respectivamente). Além disso, 

verificou-se também que o efeito elétron indutivo conduz a uma diminuição do potencial 

inibidor dos compostos, fato esse observado nos compostos 2 e 3. 

O composto 11 exibiu o maior perfil inibitório das lipases presentes tanto no intestino 

anterior quanto no posterior, possivelmente devido à presença do domínio ligante de 

hidrogênio da carboxila em para do anel aromático, que conferiu à estrutura do mesmo uma 

maior capacidade de interagir com os resíduos da sequência de aminoácidos presentes no sítio 

de ligação do substrato da enzima (Glicina-Serina-Glicina), conduzindo ao bloqueio deste e, 

consequentemente, inibindo a enzima. A figura 25A mostra a estrutura tridimensional da 

lipase de Candida rugosa e na figura 25B é mostrado o complexo ligante-enzima, 

evidenciando a ligação do composto W011 à resíduos de aminoácidos da lipase. 

 

Figura 25 – Docking molecular da lipase comercial de Candida rugosa com a 

guanilidrazona W011 utilizando o software AutoDock Tools
® 

(versão 1.5.6). (A) Estrutura 

tridimensional da enzima lipase; (B) Complexo formado pela ligação da guanilidrazona W011 à 

efuresíduos de aminoácidos da lipase. 

 

Fonte: AUTOR, 2014. 
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O docking molecular revelou valores de constante de inibição de 131,81 µM para 

W011, além de energia de ligação correspondente a -5,39 kcal/mol (Figura 26). 

No intestino anterior, outros compostos se mostraram detentores de significante 

atividade inibitória sobre a lipase sendo, em ordem decrescente de atividade, compostos 11, 1, 

10, 2 e 3. Já no intestino posterior, alguns compostos se destacaram como detentores de ação 

inibitória sobre a lipase sendo, em ordem decrescente, composto 11, 10, 2, 3, 1, 9, 13 e 15. 

Ademais, observou-se que atividades inibitórias significativas estão relacionadas com 

compostos contendo grupos volumosos no anel aromático. 

 

Figura 26 – Docking molecular da Lipase comercial de Candida rugosa com a 

guanilidrazona W011 utilizando o software AutoDock Tools
® 

(versão 1.5.6). (A) Ligação da 

guanilidrazona W011 com a enzima lipase, evidenciando os resíduos de aminoácidos envolvidos 

na ligação; (B) Pontes de hidrogênio (tracejados amarelos) formadas entre a enzima e a 

substância W011 (trial software PyMol
®
). 

 

Fonte: AUTOR, 2014. 

 

Perfis de inibição diferentes foram encontrados para as lipases presentes no intestino 

anterior e posterior, porém estudos com eletroforese SDS-PAGE não demonstraram 

composição diferente no perfil de proteínas em ambos os tecidos. Provavelmente, a diferença 

entre os efeitos inibitórios dos compostos entre os tecidos deve-se à composição do material 

em processo de digestão em cada um deles, que possivelmente deve interferir na ligação dos 

compostos ao sítio de ligação do substrato da enzima. 
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As guanilidrazonas são conhecidas por seu efeito inibidor sobre a enzima NO sintase, 

além de inibir também algumas vias do estresse oxidativo. Também já foram descritas como 

inibidores da apoptose induzida por diabetes (GIARDINO et al., 1998). Guanilidrazonas 

também são importantes inibidores de serino-proteases (DIMENSIONAL 

PHARMACEUTICALS, 1999), sendo provavelmente essa a explicação para o seu efeito 

inibitório observado na TAG-lipase de larvas de R. palmarum. Comparando os efeitos 

inibitórios expressivos causados pelo PMSF, também um inibidor de serino-proteases, 

provavelmente a perda de atividade enzimática ocorre por interação dessas guanilidrazonas 

com o sítio ativo da enzima (presença da tríade catalítica). Contudo, as guanilidrazonas 

analisadas, principalmente a substância W011, podem constituir nova ferramenta para o 

controle da praga-agrícola R. palmarum, pois ao agirem inibindo a TAG-lipase das larvas de 

insetos, alteram o metabolismo energético das larvas, impedindo que seu desenvolvimento 

aconteça de forma normal. 

 

6 CONCLUSÃO 

Este estudo buscou analisar, primeiramente, a viabilidade das larvas criadas em 

laboratório com dois tipos de dietas diferentes: dieta natural (mesocarpo de coco) e dieta 

artificial. Os resultados obtidos indicaram que colônias de larvas alimentadas com dieta 

artificial apresentaram maior viabilidade, maior ganho de peso e ainda maiores níveis de 

glicogênio e lipídios no corpo gorduroso do inseto. Esse fato reflete em maiores estoques 

energéticos alcançados com a nova dieta, essenciais para manutenção energética durante o 

ciclo de vida do inseto. A maior viabilidade larvar alcançada com a dieta artificial a colocou 

como primeira escolha para manutenção das colônias em nosso laboratório, fornecendo-nos 

um melhor padrão do material utilizado para nossos ensaios. 

A caracterização da atividade TAG-lipase forneceu muitas informações, até então 

desconhecidas, sobre a fisiologia digestiva do inseto R. palmarum. As informações agora 

disponíveis servirão como base para outras pesquisas a respeito do metabolismo energético do 

inseto, que serão desenvolvidas no nosso laboratório. 

Além disso, a investigação dos efeitos inibitórios das guanilidrazonas sobre a TAG-

lipase de R. palmarum fornece indícios de potenciais alvos e ferramentas para controle desta 

praga-agrícola, evidenciando-se a necessidade de estudos mais aprofundados sobre o assunto. 

As perspectivas futuras para continuidade do trabalho incluem a continuação dos estudos 
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sobre o metabolismo energético das larvas de R. palmarum, a partir de agora focando nas 

proteínas transportadoras de ácidos graxos (FATPs) sob o ponto de vista da Biologia 

Molecular. 
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