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Resumo: O inseto Callosobruchus maculatus é a principal praga de grdos armazenados de Vigna
unguiculata e, portanto, o estudo de seu ciclo de vida é importante ndo apenas para uma investigacao
basica, mas também para o desenvolvimento de novo métodos de controle. No presente trabalho nés
investigamos a mobilizacdo de proteinas e aminoacidos durante o desenvolvimento embrionario de
Callosobruchus maculatus. Foram caracterizados importantes eventos morfolégicos do
desenvolvimento embrionario, como a extenséo e retragdo da banda germinal e fechamento dorsal.
Através de estratégias qualitativas e quantitativas foi demostrada a degradacdo de proteinas durante
todo o desenvolvimento embrionario. Também foi demonstrada a variagéo de diferentes aminoacidos
durante o desenvolvimento do embrido. Atividades proteoliticas em pH 3,4, 5,0 e 8,0, caracteristicas
das proteases asparticas, cisteinicas e serinicas, respectivamente, variaram consideravelmente a

embriogénese. Tomados em conjunto os resultados deste trabalho demonstram a importancia do

metabolismo de proteinas durante o metabolismo do inseto Callosobruchus maculatus.
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1- Introducéao

O género Callosobruchus é amplamente difundido no mundo, particularmente
em regides tropicais e subtropicais. Esse género compreende 20 espécies, incluindo
o inseto Callosobruchus maculatus, considerado a principal praga de sementes de
Vigna unguiculata. O ciclo de vida deste inseto ocorre em torno de 23 a 30 dias em
condi¢cbes oOtimas de temperatura e humidade. ApGs a oviposi¢ao das fémeas sobre 0
tegumento de sementes de V. unguiculata, o periodo de desenvolvimento embrionario
e eclosédo larval ocorre em torno de cinco a seis dias (SOUZA et al., 2011). Apoés a
eclosdo a larva atravessa 0 tegumento e atinge os cotilédones, onde ira se
desenvolver, passando por um estagio de pupa, que por sua vez, ira se transformar

em um inseto adulto. A infestacdo do inseto C. maculatus reduz severamente o valor
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nutricional, potencial de germinagéo e o valor comercial das sementes (CRUZ et al.,
2016).

A embriogénese é um evento critico para o sucesso do desenvolvimento de
insetos e, consequentemente, para a infestacdo de sementes. O desenvolvimento
embrionario de C. maculatus compreende 0s principais eventos classicos da
embriogénese de insetos, como formacéao de blastoderme celular, extenséo e retracao
da banda germinal, segmentacdo do embrido, formacao de apéndices e fechamento
dorsal, que é completado em torno de 96 horas apds a postura dos ovos (DE SA et
al., 2014).

Dadas as perdas econdémicas decorrentes da predacdo de C. maculatus, o
controle da infestacdo é fundamental para a producdo de espécies suscetiveis como
V. unguiculata (KARUNGI et al., 2000). Interferir no desenvolvimento embrionério de
C. maculatus parece ser uma abordagem atraente na prevencao do desenvolvimento
de larvas e penetragdo nas sementes e subsequente dano ao embrido das mesmas.
Para isso, é importante compreender 0s principais aspectos moleculares inerentes ao
desenvolvimento embrionario de C. maculatus. Embora o0s principais eventos
celulares da embriogénese de C. maculatus tenham sido descritos (DE SA et al., 2014)
as diferentes vias metabodlicas primarias envolvidas na mobilizagdo de reservas
durante o desenvolvimento embrionario permanecem ainda nao caracterizadas.
Dessa forma, este trabalho tem como objetivo a caracterizacdo da mobilizacdo do
conteudo de proteinas e aminoacidos durante o desenvolvimento embrionario do

inseto C. maculatus.

2- Materiais e métodos

2.1- Insetos e sementes

O inseto C. maculatus foi obtido a partir de uma colénia, mantida no insetario
do Laboratorio de Quimica e Funcédo de Proteinas e Peptideos (LQFPP), no Centro
de Biociéncias e Biotecnologia (CBB) da Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro (UENF). Para a criagao foram usadas sementes de V. unguiculata (cv.
fradinho) que foram infestadas com fémeas de 2 dias de idade por 24 h. As sementes
infestadas foram acondicionadas em frascos de vidro transparente, de boca larga
fechados com tampas plasticas perfuradas. Os fracos foram mantidos em camaras de

crescimento do tipo B.O.D, a temperatura de 28 °C e umidade ambiente. A cada



geracgao de insetos emergidos novas sementes foram infestadas para a continuidade
da criagéo.
As sementes de Vigna unguiculata foram obtidas comercialmente no mercado

central da Cidade de Campos dos Goytacazes-RJ.

2.2- Fixacao e marcacao dos embrides de C. maculatus com DAPI

Os experimentos de fixacdo e marcacdo de embrides seguiram a metodologia
previamente descrita por De Sa e colaboradores (2014). Sementes de V. unguiculata
foram infestadas com fémeas de 2 dias apds a oviposi¢ao (DAO) por 4 h a 28 °C em
B.O.D. Nos tempos de 24, 36, 48 e 60 horas apo6s a oviposi¢cao (HAO) foram retirados
70 g de sementes de V. unguiculata, e colocadas em frascos contendo 150 mL de
cloro comercial (2-2,5 % de hipoclorito de sodio). As sementes foram agitadas
levemente por 30 segundos para a digestdo do exocérion (camada mais externa da
casca do ovo) e assim possibilitar o descolamento do ovo da superficie do tegumento.
Os ovos foram recuperados com o auxilio de uma peneira (Falcon cell strainer-70 ym
Nylon mesh, Becton Dickinson). Os ovos retidos pela peneira foram recolhidos com o
auxilio de um pincel de cerdas finas. Em seguida, colocados em frascos contendo uma
solucédo fixadora formada por: 3,8 mL de PBST (tampéo fosfato de sédio 0,15 M,
Tween 20 0,05 %, pH 7,6), 1,2 mL de formaldeido 37 % e 5 mL de heptano. A mistura
foi agitada em uma plataforma rotatoria a 220 rpm por 1 hora. Apés repouso de 5
minutos, a fase inferior (contendo PBST e formaldeido) foi retirada e 8 mL de metanol
resfriado a -20 °C foram adicionados ao tubo, seguido de vigorosa agitacdo manual
por 40 segundos. A solucao foi removida e 0os ovos contendo os embrides fixados
foram lavados com metanol por trés vezes. Para a retirada dos embriées do interior
dos ovos, os microtubos foram mergulhados em nitrogénio liquido por 10 segundos e
agitados vigorosamente. Este procedimento foi repetido duas vezes.

Para a analise da morfologia embrionaria em microscopio de fluorescéncia, os
embrides foram marcados com DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol). Os embrides foram
reidratados com tampéao PBST, seguidos de trés lavagens com mesmo tampao. Apos
isso, uma solucédo de DAPI de 5 ug/ml de tampao PBST foi adicionada aos embribes
que foram incubados por 10 minutos a -4°C. Os embrides marcados foram lavados

novamente com PBST e visualizados ao microscopio de fluorescéncia.

2.2- Obtencéo e quantificacdo proteica em embrides de C. maculatus



Sementes de V. unguiculata foram infestadas com fémeas férteis com 2 dias de
idade por 4 horas a 28 °C. Posteriormente, ovos de diferentes horas apds a oviposi¢ao
(4, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96) foram retirados da superficie dos tegumentos
individualmente com o auxilio de uma agulha e colocados em tampé&o PBS (fosfato de
sédio 0,1M; NaCl 0,15M, pH 7,2), na proporgéo de 1,3 ovos/uL. Em seguida, 0s ovos
foram macerados por 1 minuto, agitados por 30 minutos a 4 °C e centrifugados por 5
minutos a 10000 x g a 4 °C. Os sobrenadantes foram submetidos a dosagem de
proteinas de acordo com o método de Smith e colaboradores (1985), usando acido
bicinconinico (BCA). As absorbancias foram medidas a 560 hm e para a determinacao
da concentracgéo foi utilizada uma curva de albumina sérica bovina pura (BSA) como

padrao.

2.3- Eletroforese em gel de poliacrilamida

As proteinas totais sollUveis de ovos durante o desenvolvimento embrionario
foram visualizadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 10 % contendo SDS
segundo metodologia descrita por Laemmli (1970), com modificacdes. A eletroforese
foi realizada utilizando um gel de empacotamento formado por SDS 0,1 %; acrilamida
5 %; bis-acrilamida 0,25 %; Tris-HCI 0,75 M, pH 6,8; TEMED 0,04 % e persulfato de
amonio 0,08 % e um gel de separacdo contendo SDS 0,1 %; acrilamida 12 %; bis-
acrilamida 0,06 %; Tris-HCI 0,375 M, H 8,8; TEMED 0,02 % e persulfato de aménio
0,5 %.

Para a extrac@o das proteinas das amostras inicialmente 50 ovos de diferentes
horas apés a oviposicéo (HAO) foram macerados manualmente em 50 yl de tampao
de amostra (Tris-HCI 0,5 M, glicerol 10 %, azul de bromofenol 1 %, pH 6,8, agitados
por 30 min a 4 °C e centrifugadas a 7000 x g por 5 minutos. O sedimento foi descartado
e 25 pL do sobrenadante foram entdo aplicadas em cada pogo do gel de
empacotamento.

A eletroforese foi efetuada em ambiente de tampéao de corrida Tris-glicina (Tris 25
mM, glicina 192 mM, SDS 0,1 %, pH 8,3) por aproximadamente 2 horas com uma
voltagem de 60 V, para corrida no gel de empacotamento e 80 V no gel de separacédo. O
gel foi corado com uma solucéo corante (0,9 g de azul Brilhante de Coomassie R, 320 mL
de metanol e 80 mL de &acido acético) e descorado por uma solugdo descorante (35 % de

metanol e 10 % de acido acético).



2.4- Quantificacdo da atividade de proteases cisteinicas em embrides de C.
maculatus

A atividade de proteases cisteinicas foi quantificada de acordo com o método
descrito por Michaud e colaboradores (1994), usando azocaseina como substrato e
papaina pura como padrao. Ovos foram homogeneizados em tampdo (citrato de sédio
100 mM, fosfato de sodio 100 mM, Triton X-100 0,1 %, DTT 1,5 mM, pH 5,6), em uma
proporcao de 2 ovos por pL. O extrato foi agitado por 4 horas a 4°C e centrifugado a
4000 x g por 5 minutos a 4°C. Uma aliquota de 30 pL de sobrenadante foi incubada
com 80 pL de azocaseina 1% a 37°C por uma hora. A reacao foi para com 300 pL de
acido tricloroacético 10%. A reacfes foram centrifugadas a 2000 x g por 1 minuto e
300 pL de NaOH 1M foi adicionado ao sobrenadante. A leitura das absorbancias foi
feita em comprimento de onda de 440 nm. A atividade de proteases cisteinicas foi

calculada utilizando uma curva padréo de papaina pura.

2.5- Quantificacdo da atividade de proteases serinicas em embrifes de C.
maculatus

A atividade de proteases serinicas foi determinada utilizando BApNa como
substrato e tripsina pura como padrdo, obedecendo a metodologia descrita por
Demartini e colaboradores (2007). Os ovos foram homogeneizados em tampéao Tris-
HCI 50 mM, pH 8,0, na propor¢do de 2 ovos por pL, agitados por 1 hora a 4°C e
centrifugados a 4000 x g por 5 minutos a 4°C. Uma aliquota de 50 pL do sobrenadante
foi incubada com 38 pL de BApNa 5mM e 212 pL de tampéo Tris-HCI 100 mM, pH 8,0
a 37°C por 1 hora. A reacédo foi parada com 150 pL de &cido acético 30 % e a

absorbancia mensurada em um comprimento de onda de 440 nm.

2.6- Quantificacdo da atividade de proteases asparticas em embrides de C.
maculatus

Ovos foram homogeneizados em tampé&o glicina-HCI 50 mM, pH 3,4, em uma
propor¢cao de 2 ovos por pL. Os extratos foram agitados por 2 horas a 4°C e
centrifugados a 10000 x g por 15 minutos a 4°C. Aliquotas de 30 yL do sobrenadante
foram incubadas com 80 pL de azocaseina 1%, a 37°C por 1 hora. Os ensaios foram

realizados de acordo com a metodologia descrita por Michaud e colaboradores (1994).

2.7- Quantificacdo de aminoacidos livres em embrides de C. maculatus



Ovos de diferentes periodos de desenvolvimento (4, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 e
96) foram coletados em uma solugao de HCI 0,02 M na proporgéao de 1,3 ovos/uL. A
solucéo contendo os ovos foi centrifugada por 10500 x g por 10 minutos a 4 °C,
macerada por 2 minutos e centrifugada a 10000 x g por 5 minutos a 4 °C. O precipitado
resultante foi descartado e o sobrenadante foi utilizado nas analises de aminoécidos
livres seguindo metodologia de Smith e colaboradores (1985). Os aminoé&cidos foram
detectados por cromatografia liguida de alta performance (HPLC) em um
cromatografo Shimadzu modelo LC- 10AD, equipado com coluna de troca cationica
(Amino-Na) e detector de fluorescéncia. A coluna foi submetida a um fluxo de 0,5
mL/min e eluicdo com um gradiente crescente de pH, de acordo com instrucdes do
fabricante.

Os aminoacidos foram detectados por fluorescéncia de excitagcdo/emissdo de
350 nm e 450 nm, respectivamente, utilizando derivatizacao p6s-coluna empregando
uma solucao 0,08 % de ortoftaldialdeido (OPA) em tampédo carbonato de sédio. A
coluna foi padronizada com uma mistura de aminoacidos contendo 500 pmoles de
cada um dos aminoacidos acido aspartico (Asp), acido glutamico (Glu), treonina (Thr),
prolina (Pro), glicina (Gly), alanina (Ala), valina (Val), leucina (Leu), tirosina (Tyr),
fenilalanina (Phe), lisina (Lys), arginina (Arg), serina (Ser), isoleucina (lle) e glutamina
(GIn).

2.8- Anadlise estatistica

Todos os experimentos foram realizados com um minimo de duas repeticées
independentes e os dados apresentados sdo a média e desvio padrédo calculados
baseados em todas as repeticdes. O calculo da média e desvio e os tratamentos

estatisticos foram feitos utilizando o programa Graph-Pad Prism 5.0.

3- Resultados

3.1- Desenvolvimento embrionario de C. maculatus sobre sementes de V.

unguiculata

Nossas observacées sobre eventos importantes do desenvolvimento
embrionario do inseto C. maculatus (extensédo e retracdo da banda germinal e

fechamento dorsal) corroboram as descritas por De Sa e colaboradores (2014). Em



resumo, no intervalo de 24 HAO os ebrides estavam na transi¢do entre a extenséo e
a retragdo da banda germinal (Figura 1A). Em 36 e 48 HAO os embrides se
apresentaram durante o estagio de retracdo da banda germinal (Figura 1A e B).
Finalmente, em 60 HAO os segmentos toracicos sao evidentes e o fechamento dorsal

estava em processo (Figura 1D).

Figura 1: Visdo ventral de eventos morfoldgicos do desenvolvimento embriondrio de C. maculatus. (A) 24 HAO,
(B) 36 HAO, (C) 48 HAO e (D) 60 HAO. Barra branca = 50 pm

3.2- Variacdo dos nives de proteinas e minoacidos livres durante o

desenvolvimento em brionario de C. maculatus

Inicialmente, foi feita a visualizacdo do perfil proteico de ovos de C. maculatus
durante o desenvolvimento embrionario através de eletroforese em gel de
poliacrilamida 10 % (Figura 2). Foi observado um perfil proteico onde duas bandas
principais de aproximadamente 150 e 45 kDa, estiveram presentes em todos o0s
intervalos de tempo analisados, diminuindo de intensidade progressivamente até o
final da embriogénese em 96 HAO.

Para uma avaliacdo mais detalhada do possivel consumo de proteinas, foi feita
a quantificacdo dos niveis de proteinas totais soluveis nos ovos durante o
desenvolvimento do embrido. Como pode ser observado na figura 3, nas primeiras 48
HAO ocorreu uma forte redugéo (= 80%) nos niveis proteicos. Esses niveis se
mantiveram constantes até 84 HAO, voltando a sofrer um novo decréscimo em 96
HAO. No final do processo em 96 HAO, restaram apenas aproximadamente 15% dos

niveis proteicos iniciais.



PM 12_ 24 36 48 60 72 84 96
e Horas apos a oviposi¢ao (HAO) —

Figura 2: Visualizagdo por eletroforese em gel de poliacrilamida (10%0) de proteinas totais solGveis durante o
desenvolvimento embrionéario de Callosobruchus maculatus sobre sementes naturais de Vigna unguiculata.
Pesos moleculares em kilodaltons (PM): Miosina (200), B-Galactosidase (116), Fosforilase b (97), Albumina
Bovina(66), Albumina de ovo (45) e Anidrase Carbdnica(29).

Os resultados das andlises quantificacdo de aminoacidos livres em embrifes
revelaram que nas primeiras 48 HAO os niveis decresceram aproximadamente 50 %.
ApoOs esse periodo, os valores apresentaram um aumento até 60 HAO e novamente
sofreram uma reducdao até 96 HAO (Figura 4). Quando analisados individualmente os
resultados mostraram que a concentracdo de muitos aminoacidos oscilou durante o
desenvolvimento embrionario, sendo o glutamato o aminoacido majoritario, enquanto
prolina, metionina e fenilalanina apresentam as menores concentragées. No periodo
de 4 a 96 HAO os aminoécidos alanina, glicina, histidina e tirosina tiveram seus niveis
aumentados, enquanto asparagina, glutamina, treonina, serina e lisina diminuiram

durante o mesmo periodo (Tabela 1).
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Figura 3: Quantificacdo dos niveis totais de proteinas solUveis durante o desenvolvimento
embrionario de C. maculatus sobre sementes de V. unguiculata. Os valores representam a média de 3

experimentos independentes.
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Figura 4: Quantifica¢do dos niveis de amino&cidos livres totais solGveis durante o desenvolvimento
embrionario de C. maculatus sobre sementes de V. unguiculata. Os valores representam a média de 3

experimentos independentes.



Tabela 1: Porcentagem de cada aminoéacido proteico dentro do quantitativo dos aminodacidos livres
durante o desenvolvimento embrionario de C. maculatus sobre sementes de V. unguiculata. Os valores

S30 expressos em porcentagem. *= aminoacidos ndo detectados.

Horas apds a oviposigao sobre V. unguiculata

Aminoacidos

Alanina 40 44 51 58 58 53 60 74 97
Arginina | 53 2 17 16 16 16 19 15 12
Asparagina 74 10,2 16,5 12,7 12,7 78 8,3 75 44
Fenilalanina | 15 17 28 23 23 13 14 15 28
Glicina 06 09 20 412 412 43 34 35 36
Glutamato | 286 205 259 246 246 284 284 298 304
Glutamina 78 54 36 33 33 29 20 19 09
Hisidina | 3,1 39 48 53 53 63 62 93 78
Isoleucina 19 1,7 15 12 12 15 15 17 1,7
Leucina | 33 28 21 23 23 30 27 34 44
Lisina 77 82 72 59 59 37 25 22 35
Metionina | 20 19 18 25 25 22 12 14 15
Prolina 0* 0* 0* 13 13 1,1 07 06 09
Seina | 106 104 77 60 60 66 46 39 38
Tirosina 67 98 113 158 158 194 246 185 192
Treonina | 62 43 29 28 28 19 16 12 03
Valina 33 28 31 25 29 34 30 38 48

3.3- Atividade de proteases durante o desenvolvimento em brionéario de C.

maculatus

As atividades proteoliticas em pH 3,4, 5,0 e 8,0, caracteristicas de proteases
asparticas, cisteinicas e serinicas, respectivamente, variaram consideravelmente
durante o desenvolvimento embrionario. A atividade de proteases cisteinicas
aumentou acentuadamente de 4 para 24 HAO, diminuindo depois, exceto por um
ligeiro aumento em 84 HAO (Figura 5A). Além disso, a atividade de proteases
serinicas foi superior em 24 HAO, diminuindo em 36 HAO e permanecendo
relativamente estavel até o final da embriogénese em 96 HAO (Figura 5B). Por fim, as
proteases asparticas apresentaram picos de atividade em 12, 24 e 48 HAO (Figura
5C).
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Figura 5: Quantificacdo da atividade de proteases cisteinicas, serinicas e asparticas durante o
desenvolvimento embrionario de C. maculatus sobre sementes de V. unguiculata. Os valores
representam a média de 3 experimentos independentes.

4- Discussao



O desenvolvimento embrionario do inseto C. maculatus em sementes de V.
unguiculata foi previamente descrito por De S& e colaboradores (2014). Neste
presente trabalho, o desenvolvimento embrionario de C. maculatus também foi
acompanhado e os resultados corroboram com a descricdo inicial. Os custos
metabdlicos do desenvolvimento embrionario, ou seja, a quantidade total de energia
consumida por um embrido durante seu desenvolvimento, incluindo as demandas por
crescimento, biossintese e manutencdo dos tecidos sdo consideradas altas
(THOMPSON & STEWART, 1997). E sabido que ovos de artrépodes mobilizam
grandes quantidades de proteinas do vitelo durante o desenvolvimento embrionario.
Essas proteinas séo consideradas reservas de aminoacidos para a sintese de novas
proteinas e fonte energética para suportar o crescimento dos embrides (ABREU et al.,
2004; LEAL et al., 2006; LOGULLO et al., 1998; TAKAHASHI et al., 1993). Quando
observado o perfil proteico em gel de poliacrilamida, nossos resultados mostraram
uma rigueza de bandas com massas moleculares variadas, sendo duas bandas
aparentemente majoritarias de 150 e 40 kDa que diminuiram de intensidade durante
o desenvolvimento, principalmente no dltimo tempo estudado. Essa diminuicdo de
proteinas foi confirmada pela dosagem das proteinas sollUveis, que revelou um intenso
catabolismo dessa reserva. Aproximadamente 50% das proteinas solluveis foram
consumidas durante as primeiras 12 HAO.

Vérios autores tém investigado a dinamica metabdlica durante a embriogénese
de outras espécies. Durante o desenvolvimento embrionario dos carrapatos Boophilus
microplus e Hyalomma dromedarii, 0s niveis de proteinas totais se mantiveram
constantes (CAMPOS et al., 2006; KAMEL; SHALABY; GHAZY, 1982). No coledptera
Rhynchophorus palmarum também n&o foram observadas alteragbes nos niveis
proteicos durante a embriogénese (SANTANA et al.,, 2014). Por outro lado, em
Locusta migratoria e Schistocerca gregaria, foi observado um aumento sutil dos niveis
proteicos durante o desenvolvimento embrionario (NEMEC, 2002). De forma
semelhante ao observado em nossos resultados, em Drosophila melanogaster os
niveis proteicos decrescem aproximadamente 40% dos niveis iniciais (MEDINA;
LEON; VALLEJO, 1988). Essa reducéao pode estar relacionada com a degradacéo dos
granulos de vitelo durante a embriogénese.

Uma das funcdes da vitelina é suprir o desenvolvimento do embrido com
aminoacidos (LOGULLO et al., 1998, YAMAMOTO; TAKAHASHI, 1993), que sé&o

necessarios para a producdo de energia ou de novas proteinas que desempenham



funcgdes vitais relacionadas ao metabolismo, estruturas, transporte e armazenamento
(CHAPMAN, 2013). Em nossos resultados, foi demonstrado que durante o
desenvolvimento embrionario de C. maculatus os niveis totais de aminoéacidos livres
reduziram pela metade nas primeiras 48 HAO, seguido de um aumento até 60 HAO e
uma nova reducdo até 96 HAO. Quando comparados os niveis de proteinas e
aminoacidos livres durante as primeiras 48 HAO pOde-se observar um sincronismo
nas reducdes. Esses resultados sugerem que no inicio da embriogénese assim que
0os aminoacidos sao disponibilizados jA sdo encaminhados para suas rotas
metabdlicas, nao ficando livres. Quando os aminoacidos foram analisados
separadamente foi observado que os niveis de glutamato, alanina, glicina, histidina,
tirosina e prolina tiveram seus niveis aumentados, enquanto 0s niveis de asparagina,
glutamina, treonina, serina e lisina diminuiram durante o periodo de 4-96 HAO. Alguns
aminoacidos em insetos sdo envolvidos em processos de morfogénese, como a
tirosina que possui um papel essencial na esclerotizagdo cuticular (AHMED;
HOPKINS; KRAMER, 1983). Outros ainda, como o glutamato, originam
neurotransmissores (CHAPMAN, 2013) ou como a prolina livre que é considerada
fonte de a—cetoglutarato para o ciclo de Krebs, para posterior producdo de energia na
respiracao celular (FAHMY et al., 2004).

A vitelina é a principal proteina de reserva presente no vitelo (NORDIN et al.,
1990; CECCHETTINI et al., 2001; TUFAIL & TAKEDA, 2008) e durante o
desenvolvimento embrionario é degradada por proteases especificas (CECCHETTINI
et al., 2001; GIORGI et al. 1997;).

No presente trabalho, foram observados picos de atividade de proteases cisteinicas,
serinicas e asparticas, principalmente nas primeiras 48 horas do desenvolvimento de
C. maculatus. Participacdes dessas diferentes classes de proteases na degradacao
de proteinas do vitelo ja forma observadas em uma ampla gama de insetos, como
Drosophila melanogaster, Rhodnius prolixus, Bombyx mori e Acheta domesticus
(BRADLEY & ESTRIDGE 1997; GIORGI et al., 1997; NUSSENZVEIG et al., 1992;
TAKAHASHI et al.,, 1992), assim como no nematoide Caenorhabditis elegans
(BRITTON & MURRAY, 2004). Em C. Elegans, mutacdes com perda de funcdo em
genes de proteases cisteinicas, essenciais para a degradacéo de proteinas do vitelo,
causaram alteracdes na degradacdo e estrutura das proteinas do vitelo, resultando
em uma anormal fusdo dos granulos de vitelo (BRITTON & MURRAY, 2004).

Resultados semelhantes forma observados em D. melanogaster (GRAY et al., 1998).



Tomados em conjunto, nossos resultados apontam que o0 metabolismo energético
dos embrides de C. maculatus seja um processo dindmico que varie com a progressao
dos estadios morfolégicos e que o sucesso da embriogénese pode estar relacionado,

pelo menos em parte, pela degradacéo das proteinas do vitelo.
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