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RESUMO:

PROTON-PIROFOSFATASE EM RHODNIUS PROLIXUS E PERIPLANETA
AMERICANA:  CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E PARTICIPACAO NA
ACIDIFICACAO DE COMPARTIMENTOS SUBCELULARES

Lucimar Soares Motta Maia
Orientador: Prof. Dr. Ednildo de Alcantara Machado

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias
Biologicas (Biofisica), Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtengédo
do titulo de Doutor em Ciéncias Bioldgicas.

Compartimentos intracelulares que armazenam ions e macromoléculas
sdo0 comuns em Varios organismos pertencentes a diferentes taxa. Em insetos, durante
a ovogénese, um grande namero de proteinas de vitelo é incorporado pelos ovécitos e
acumulado em estruturas chamadas Granulos de Vitelo (GV). Durante a embriogénese,
0 contetido destes granulos € hidrolisado, principalmente através de enzimas acidicas,
como fosfatases, por exemplo. Acidocalcissomos sdo organelas &cidas, inicialmente
descritas em protozoarios, com elevada concentracdo de polifosfato (PoliP), Ca**,
Mg* e outros elementos e desempenham diferentes funcBes, incluindo o
armazenamento de célcio e fésforo. Neste trabalho nos observamos em fracdes da
membrana de ovos de Rhodnius prolixus, obtidas por centrifugacdo diferencial, uma
H*-ATPase vacuolar que foi inibida por KNO; e também capaz de transportar H*
através das membranas de vesiculas. Posteriormente, nés medimos a atividade da
enzima proton-pirofosfatase (H*-PPase) nas mesmas fragcdes de membrana de R.
prolixus e também em fracfes de membrana de ovdcitos de Periplaneta americana.
Nestas preparacdes o pH 6timo foi aproximadamente 7,0 e as enzimas se mostraram
dependentes de Mg®* e inibidas por NaF, IDP e Ca®*. As proteinas da membrana de
ovos de R. prolixus foram analisadas por “Western blot” usando anticorpo anti-H*-
PPase de planta, onde pudemos identificar um Unico polipeptidio de aproximadamente
65 kDa, que foi localizado na periferia dos GV de R. prolixus. NOs descrevemos

também a acidificacdo provocada pela hidrolise de PPi em GV de R. prolixus e P.
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americana através da captacdo de Laranja de Acridina. Em ambos 0s insetos a enzima
foi imunolocalizada em GV pequenos (menores que 3 um) e, em GV do mesmo
tamanho, nés pudemos observar uma grande concentracdo fésforo, Ca** e outros
elementos, como encontrado em acidocalcissomos. Além disso, ndés medimos a
quantidade de PoliP em ovos frescos de R. prolixus e em ovarios e ovos de P.
americana. Por ultimo nos observamos que o transporte de protons em GV de P.
americana estd envolvido com a captagdo de Ca®* por estes granulos. Nossos
resultados mostraram pela primeira vez a presenca de H'-PPases envolvidas com a
acidificacdo de compartimentos em ovos de insetos e estes resultados sugerem que
alguns GV tém diversas similaridades estruturais com acidocalcissomos, indicando

que podem ter as mesmas fungdes que estas organelas de protozoarios.

Palavras-chave: Rhodnius prolixus, Periplaneta americana, Proton-pirofosfatase,

Ovogénese, Embriogénese, Granulo de Vitelo, Acidificagdo, Acidocalcissomo.
Abreviaturas: IDP= imidodifosfato

NaF= Fluoreto de Sédio
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ABSTRACT:

PROTON-PYROPHOSPHATASE IN RHODNIUS PROLIXUS AND PERIPLANETA
AMERICANA: BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION AND PARTICIPATION
ON SUBCELLULAR COMPARMENTS ACIDIFICATION

Lucimar Soares Motta Maia
Orientador: Prof. Dr. Ednildo de Alcantara Machado

Abstract da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias
Biologicas (Biofisica), Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencédo
do titulo de Doutor em Ciéncias Bioldgicas.

Intracellular compartments that store ions and macromolecules are
common in several organisms belonging to different taxa. In insects, during oogenesis,
a large amount of yolk proteins is incorporated by oocytes and stored in structures
called yolk granules (YG). During insect embryogenesis, the content of these granules
is hydrolyzed, specially by acid enzymes, as phosphatases. Acidocalcisome are acid
organelles, first found in protozoan, which has a high concentration of polyphosphate
(PolyP), Ca?*, Mg®* and other elements and this organelle has different functions,
including the storage of calcium and phosphorous. In this work we observed in
membrane fractions of Rhodnius prolixus eggs, prepared by differential centrifugation,
a vacuolar H-ATPase activity that was inhibited by KNO3z and was able to transport
H* through vesicle membranes. After that, we have measured the proton-
pyrophosphatase (H'-PPase) activity in those fractions of R. prolixus and also in
membrane fractions from Periplaneta americana oocytes. In these preparations the
optimum pH was around 7.0 and the enzymes were dependent on Mg**, inhibited by
NaF, IDP and Ca”**. The membrane proteins of R. prolixus eggs were analyzed by
Western blot using anti plant-H"-PPase, showing an immunostaining associated to a
single 65 kDa polypeptide, which was immunolocalized on the periphery of R.
prolixus yolk granules. We also described R. prolixus’ and P. americana’s YG
acidification by PPi using acridine orange uptake. In both insects the H*-PPase-like
immunoreactivity was present in small YG (less than 3 um) and, in YG of the same

size, we observed a high concentration of phosphorus, calcium and others elements, as
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found in acidocalcisomes. In addition we have measured the polyphosphate content in
R. prolixus fresh eggs and in P. americana ovaries and eggs. Finally, we have
observed that proton transport in P. americana YG was responsible for calcium uptake
by these granules. Our results showed for the first time a H'-PPase activity that
promote acidification of compartments in insect eggs and the results together suggest
that some YG have several structural similarities with acidocalcisomes, indicating that

they may have the same functions as these protozoan organelles.

Keywords: Rhodnius prolixus, Periplaneta americana, Proton-pyrophosphatase,

Oogenesis, Embryogenesis, Yolk Granule, Acidification, Acidocalcisome.
Abreviations: IDP= imidodiphosphate

NaF= Sodium Fluoride
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I- INTRODUCAO

1.1. Os Insetos como Modelos de Estudo

A utilizacdo de insetos como modelo bioldgico, principalmente em relacdo ao
estudo de seu sistema reprodutivo, se justifica sob varios aspectos. Dentre eles
podemaos incluir o curto tempo de geracdo e as altas taxas reprodutivas destes animais.
Conhecer as estratégias reprodutivas deste grupo € importante, visto que 0 mesmo atua
como praga na agricultura e também esta envolvido na transmissdao de diversos

patdgenos que afetam outros animais, incluindo o0 homem (BUNING, 1994).

Diversas espécies de insetos estdo envolvidas na transmissao de virus, bactérias,
protozoarios e helmintos parasitas que causam doencas em outros animais e vegetais
(DEBBOUN et al., 2005; MUNYANEZA et al., 2006). Alguns insetos participam na
transmissdo de determinado patégeno como vetores biologicos, ou ainda podem atuar
como vetores mecanicos. Os insetos que sdo definidos como vetores bioldgicos sdo
aqueles cujos parasitos apresentam parte do seu ciclo biolégico associado a estes
animais. Dentre estes vetores podemos citar os hemipteros (vetores do T. cruzi,
causador da doenca de Chagas), dipteros (transmissores do virus da febre amarela e
plasmddios da malaria, etc), sifondpteros (vetor da bactéria causadora da peste
bubbnica) entre outros. Os vetores mecanicos, por outro lado, sdo aqueles que apenas
transportam o parasita, ndo tendo este nenhuma parte do seu ciclo de vida associado ao
vetor. Bactérias, virus e fungos sdo geralmente os causadores das doencas transmitidas

através deste mecanismo por insetos com habitos bastante urbanos, como as baratas e
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formigas (REY, 1991). No presente estudo, utilizamos dois insetos como modelo:

Rhodnius prolixus e Periplaneta americana.

Rhodnius prolixus é um artropode hematofago da ordem Hemiptera, familia
Reduviidae (Figura 1). Este inseto € um importante vetor da Tripanossomiase
Americana, mais conhecida como Doenca de Chagas. Esta patologia afeta trezentas
mil pessoas e mata cerca de vinte mil na América por ano (SILVEIRA, 2002). Além
disso, se compararmos 0 nimero de pessoas que se tornam dependentes do governo
devido a diversas doencas transmitidas por vetores, a doenca de Chagas € a mais
dispendiosa. Isto se deve ao fato de que pacientes com tripanossomiase sobrevivem,
mas sao inaptos ao trabalho o que os torna dependentes dos fundos governamentais
(SILVEIRA, 2002). Até os dias de hoje ndo existe um tratamento satisfatorio para esta

doenca.

Periplaneta americana, popularmente conhecida como barata de esgoto,
pertence a ordem Dictyoptera, familia Blattidae e € uma das espécies de barata mais
conhecidas pelo homem. As baratas sdo insetos cosmopolitas que possuem habitos
alimentares bastante variados, podendo se alimentar de acucares, gorduras, sangue,
residuos de lixo ou esgoto (MARICONI, 1999). Por ser um inseto extremamente
urbano, as baratas participam como vetor mecanico na transmissdo de varios
patogenos, principalmente virus causadores de gastroenterites e bactérias causadoras
de infeccOes hospitalares (PAI et al., 2003; SARINHO et al., 2004; THYSSEN et al.,

2004; LEMOS et al., 2006) (Figura 01).
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Figura 01: Fotografia dos insetos R. prolixus e P. americana (www.photovault.com).
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1.2. Sistema Reprodutivo e Ovogénese de Insetos

Um dos motivos responsaveis pelo grande sucesso evolutivo dos insetos e pela
colonizacdo répida de diferentes ambientes, ¢ a alta taxa reprodutiva destes
organismos. Durante a vida adulta, as fémeas dos insetos enfrentam um grande desafio
metabdlico, que consiste em produzir uma grande quantidade de ovos num curto
espaco de tempo (CHAPMAN, 1982). O trato reprodutivo de uma fémea de insetos,
de forma geral, é composto por dois ovarios, um de cada lado do corpo. Cada ovério é
formando por um numero variado de ovariolos, que por sua vez apresentam duas
regides bem distintas: o germario (porcdo embrionaria que originara todas as células
do foliculo ovariano), e o vitelario que é a regido envolvida com o crescimento dos

ovocitos propriamente ditos (Figura 02).

Os ovacitos atravessam trés fases em seu desenvolvimento: a) pré-vitelogénese,
onde o crescimento do ovocito é ainda muito lento; b) vitelogénese, fase de
crescimento bastante acentuado durante a qual ocorre a formacgdo dos granulos de
vitelo (Figura 0 3); c) coriogénese, onde as celulas do epitélio folicular (células que
recobrem 0s ovdcitos) iniciam a secrecdo do corion, uma camada quitinosa que
protegera 0s ovos postos contra ressecamento e lesdes mecanicas (RUBENSTEIN,

1979; PAPASSIDERI e MARGARITIS, 1996).
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Figura 02: Sistema Reprodutivo de Fémeas de Inseto. A) Diagrama dos ovarios. B) Detalhe
de um ovariolo. Podemos notar as duas regides do ovariolo responsaveis pela producdo de
ovos: 0 germario, com celulas germinativas que originardo todas as células presentes no
ovario; e também o vitelario, onde se encontram ovdcitos em diferentes estagios de
desenvolvimento (adaptado de SNODGRASS, 1935). C) Fémea de R. prolixus dissecada
dorsalmente evidenciando a localizacdo dos ovarios. Barra: 1,5cm. D) Ovério de R. prolixus.
Circulado em amarelo um ovariolo. Barra: 1,5 cm. E) Detalhe do Ovariolo de R. prolixus
mostrando as regifes do germario e vitelario.

(Ov) ovario; (Ol) Oviduto lateral; (Oc) Oviduto comum; (CI) Calice.
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Figura 03: Cortes de ovocitos de R. prolixus e P. americana em diferentes fases do
desenvolvimento. 1, 2, 3 e 4: Ovdcitos de R. prolixus (MACHADO, 1992); 5: Ovdcito
vitelogénico de P. americana (ANDERSON, E., 1964). 1 e 2 — Ovacitos pré-vitelogénicos;
3, 4 e 5 — Ovacitos vitelogénicos. fc: Células Foliculares; o: ovocito; db: Corpos Densos; y

ou YB: Grénulos de Vitelo e Id ou OD: Goticulas de Lipideo; MV: microvilosidades
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Durante a vitelogénese o0s ovocitos captam uma grande quantidade de
macromoléculas extra-ovarianas, incluindo lipideos e proteinas, que geralmente séo
produzidas no corpo gorduroso (6rgdo com funcdo semelhante ao figado de
vertebrados) e secretadas para a hemolinfa (liquido que banha todos os 6rgédos dos
insetos) (RAIKHEL e DHADIALLA, 1992). A internalizacdo de proteinas, que séo
em conjunto denominadas proteinas de vitelo, é bastante conhecida em diversos
insetos, onde ela ocorre, na maioria dos casos, através de endocitose mediada por
receptores especificos (ROTH e PORTER, 1964; RAIKHEL e DHADIALLA, 1992;
VALLE, 1993). Em R. prolixus, o processo de captacdo de proteinas para formacéo
dos ovos foi inicialmente compreendido pela caracterizacdo da incorporagdo da
proteina majoritaria do ovo, denominada vitelina (Vt), pelos ovarios do inseto
(OLIVEIRA, 1986). Com relacdo as proteinas de vitelo, a Vt € a principal fonte de
aminoacidos para a construcdo dos polipeptideos do embrido (RAIKHEL e
DHADIALLA, 1992), porém, ja foi descrita também a incorporacdo de outras
proteinas ndo-vitelinas pelos ovocitos em desenvolvimento como RHBP (“Rhodnius
heme binding protein”) (OLIVEIRA et al, 1995; MACHADO et al, 1998), RCBP
(“Rhodnius calcium-binding phosphoprotein”) (SILVA-NETO et al., 1996) e
carboxipeptidases (CHO, 1991). Todas estas proteinas sdo incorporadas de forma
semelhante a observada para a Vt: através de endocitose mediada por receptores

seletivos na membrana dos ovocitos.

Os receptores para estas proteinas encontram-se na superficie das membranas
plasmaticas dos ovécitos dos insetos, particularmente nas microvilosidades,

aumentando assim a superficie total de incorporacdo. Apos a ligagdo da molécula que



INTRODUCAOQO

sera endocitada com o seu receptor, ocorre a aglomeracdo dos complexos receptor-
ligante em dominios membranares denominados “coated pits”, que sdo revestidos na
face citoplasmatica por proteinas denominadas clatrinas (RAIKHEL e DHADIALLA,
1992). Esses dominios invaginam em direcdo ao citoplasma e se soltam da membrana,
dando origem as “coated vesicles”. O desligamento das clatrinas transforma estas
vesiculas em endossomos iniciais que irdo se fundir uns com os outros e dardo origem
aos endossomos tardios (GEUZE et al.,, 1983; SNIGIREVSKAYA et al., 1997),
caracterizando assim um mecanismo muito similar a endocitose de proteinas em outros
sistemas. Neste compartimento, 0 bombeamento de protons realizado principalmente
por proton-ATPases (H'-ATPases) provoca a diminui¢do do pH interno, o que sera
fundamental para a dissociacdo do complexo receptor-ligante (GEUZE et al., 1983;
TURKEWITZ et al., 1988; RAIKHEL E DHADIALLA, 1992; SNIGIREVSKAYA et
al., 1997). Apos a reciclagem dos receptores, diferente do que ocorre num processo de
digestdo intracelular classico, os ligantes ndo séo enviados para o lisossomo, que daria
prosseguimento a degradacdo dessas moléculas. Na endocitose realizada por ovécitos
em crescimento, as moléculas endocitadas sdo acumuladas e armazenadas em
estruturas denominadas granulos de vitelo e serdo degradadas mais tardiamente
durante o desenvolvimento do embrido (KUNKEL e NORDIN, 1985; KANG et al.,
1995) (Figura 04). Estas moléculas incorporadas constituirdo o vitelo, que é composto
majoritariamente por lipideos e proteinas (KAWOOYA et al., 1988), cuja mobilizacao
fornecera moléculas primordiais (monossacarideos, acidos graxos e aminoacidos) para
que o desenvolvimento embrionario ocorra (ENGELMAN, 1979; OLIVEIRA et al,

1989). O processo de ovogénese é terminado com a deposicdo do cérion sobre o
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ovécito, havendo a seguir a fertilizacdo com o espermatozoide, e finalmente a

liberacdo do ovo do organismo materno.

Diferente do que acontece em R. prolixus, onde os ovos sdo depositados no
ambiente de forma individual, fémeas de P. americana depositam seus ovos (16 ovos)
em uma estrutura denominada ooteca. Dentro deste compartimento 0s 0vos S&0
protegidos do estresse hidrico e também da predacdo por alguns animais, ja que a

casca da ooteca é bastante rigida e de dificil digestdo (Figura 05).
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Figura 04: Esquema representativo de endocitose mediada por receptores e formagdo dos
Grénulos de Vitelo.
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Figura 05: Fotografias de ovos de R. prolixus (A) e ootecas de P. americana (B).
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1.3. Desenvolvimento Embrionario em Insetos

A embriogénese de insetos, de uma forma geral, envolve a multiplicacdo de
células por mitose e seu posterior crescimento e diferenciacdo em todos os tecidos e
orgdos do futuro inseto. A formacdo destes tecidos, como sera discutido mais adiante,
ocorre a custa da degradacdo do vitelo, que ira fornecer a matéria prima necessaria

para a sintese dos 6rgaos embrionarios.

No inicio deste processo (“early embryogenesis’), o ndcleo fertilizado presente
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celulas da blastoderme formardo a camada serosa. Esta estrutura crescerd em torno da
banda germinativa, envolvendo o embrido na membrana amniotica. O crescimento da
banda germinativa origina uma estrutura composta por duas camadas: uma externa —
denominada ectoderme — e uma interna — a mesoderme. Posteriormente uma outra
camada germinativa, denominada endoderme é produzida. As células da ectoderme
irdo dar origem ao cérebro, sistema nervoso, 0rgaos sensoriais, epiderme, glandulas
exocrinas, sistema respiratorio, genitalia externa e as porc¢oes iniciais e finais do tubo
digestivo (intestinos anterior e posterior, respectivamente). Células mesodérmicas se
diferenciardo em células do tecido sanguineo, cardiaco, sistema respiratorio, musculos,
glandulas enddcrinas, corpo gorduroso e génadas. A terceira camada germinativa sera
responsavel pela formacdo do intestino médio (CHAPMAN, 1982). Terminada a
organogénese, uma vez que o desenvolvimento foi completado, os insetos estdo aptos

a eclodirem de seus ovos.

Todo o desenvolvimento embrionario de R. prolixus leva cerca de 14 dias a 27°
C e 70% UR. A formacdo da blastoderme ocorre em aproximadamente 24 horas e
entre 24 e 36 horas é formada a membrana amniotica. Ao final de aproximadamente 8
dias é completada a formacédo da pré-larva e durante os préximos dias que seguem a
embriogénese, os 6rgdos e tecidos primordiais irdo se diferenciar e se tornar ativos

(HEMING e HUEBNER, 1994) (Figura 06).

Muito pouco é conhecido a respeito do desenvolvimento embrionario de P.
americana. A embriogénese desta barata leva de 28 a 40 dias (DENBURG e FULOP,
1982), havendo uma forte influéncia da temperatura na duracdo de seu

desenvolvimento. Durante as esta¢cBes do ano em que a temperatura média é mais

13
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elevada, o desenvolvimento embrionario desta espécie é acelerado, enquanto que o
mesmo € mais longo em épocas mais frias (dados ndo publicados obtidos no

laboratorio) (Figura 06).

14
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Dia 3 Dia 5.6

Figura 06: Esquemas simplificados do crescimento embrionario de R. prolixus e P.
americana. (A) R. prolixus. Os dias ao longo da embriogénese estdo indicados na figura. 1-
2: Invaginacdo do mesoderma; 3: Gastrulacdo e inicio da organogénese; 4: Organogénese,
catatrepsia (movimento do pdlo posterior para o lado ventral); 5: Imago; 6: Larva preste a
eclodir. (B) P. americana. 1: Embrido aproximadamente aos 8 dias de desenvolvimento, em
gastrulacdo, catatrepsia; 2: Embrido aproximadamente aos 18 dias de embriogénese, durante
a organogénese; 3: Ninfa preste a eclodir, aos 31 dias de embriogénese. (Adaptado de
HEMING e HUEBNER, 1994; DENBURG e FULOP, 1982).
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1.3.1. Degradacéo do Vitelo

Como ja foi citado anteriormente, o desenvolvimento embrionario de insetos
ocorre totalmente desconectado do organismo materno. Por este motivo, 0 ovo precisa
conter todos os nutrientes necessarios para a formacdo dos tecidos do inseto, bem
como toda a maquinaria enzimatica necessaria para disponibilizar estes nutrientes

durante a embriogénese.

Os granulos de vitelo constituem o principal compartimento do ovo e nesta
organela, em diferentes espécies, ja foram identificadas proteinas de Vvitelo,
principalmente a vitelina (Vt) e também hidrolases que atuam preferencialmente em
pH acido, como as glicosidases e fosfatases acidas (PURCELL et al.,, 1988;

RIBOLLA et al., 2001; FIALHO et. al., 2002).

Devido a presenca de enzimas acidicas, varios autores sugerem que os granulos
de vitelo podem ser organelas semelhantes a lisossomos (FAGOTTO e MAXFIELD,
1994a; FAGOTTO, 1995). No entanto, se os granulos de vitelo fossem como
lisossomos, deveriamos esperar que a vitelina e outras proteinas endocitadas da
hemolinfa seriam completamente processadas mesmo durante a vitelogénese. Contudo,
0 que é observado em varias espécies, incluindo o sapo Xenopus laevis (WALL e
MELEKA, 1985), € que embora os granulos de vitelo ja contenham as hidrolases
lisossomais, as proteinas de vitelo ndo sdo degradadas antes que se inicie a
embriogénese, o que em algumas especies pode levar semanas (FAGOTTO, 1995).
Deste modo podemos esperar que exista algum mecanismo que regule a atividade

destas enzimas nos granulos de vitelo (FAGOTTO e MAXFIELD, 1994b).

16



INTRODUCAOQO

Mesmo antes da identificacdo da Vt em granulos de vitelo, proteases &cidas
foram descritas em ovos de Dociostaurus maroccanus (LICHTHENSTEIN et al.,
1949), Schistocerca gregaria (KUK-MEIRI et al., 1954) e Locusta migratoria
migratorioides (SHULOV et al., 1957). Em todas estas espécies estas enzimas se
mostraram ativas em estagios iniciais da embriogénese, porém nédo foi evidenciada a
relacdo das mesmas com a degradacdo do vitelo. Em 1980, Garesse e colaboradores
demonstraram pela primeira vez a participacdo de proteases no processamento de
proteinas de vitelo em ovos de Artemia salina (GARESSE et al., 1980; PERONA e
VALLEJO, 1982). A partir de entdo ja foi demonstrada a presenca de proteases acidas
participando da degradacdo do vitelo em diversos organismos (MEDINA et al., 1988;

LOGULLO etal., 1998; FAUSTO et al., 2001; ABREU et al., 2004).

O que tem sido observado em ovos de varios insetos € que estas proteases
encontradas nos granulos de vitelo sdo estocadas nesta organela como uma proé-
enzima, portanto, inativas (TAKAHASHI et al, 1993; YAMAMOTO e
TAKAHASHI, 1993; RIBOLLA et al., 2001; YAMAHAMA et al., 2003; ABREU et
al., 2004). Em Drosophila, por exemplo, foi sugerida a participacdo de serino
proteases na ativacdo de uma cisteino protease a partir da conversdo de sua pro-enzima
na forma ativa, 0 que iniciaria o processo de degradacdo de vitelo nesta espécie

(MEDINA e VALLEJO, 1989).

A ativagdo de enzimas envolvidas na degradacdo do vitelo a partir de
precursores inativos parece bastante difundida em diferentes espécies e tem se
demonstrado um dos fatores responsaveis pela regulacdo da degradacdo do vitelo

durante o desenvolvimento embrionario. O que ndo se sabe ao certo é que
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mecanismo(s) estaria(m) envolvido(s) na ativacdo destas enzimas. Alguns
pesquisadores apontam a fosforilacdo das proteinas de vitelo como um fator que
controle a suscetibilidade destas moléculas a protedlise (TAKAHASHI et al., 1993).
Outra hipotese propbe que atividade protease pode ser regulada por mudancas
transcricionais destas enzimas durante a embriogénese (IKEDA et al., 1991), enquanto
outros autores sugerem que estas enzimas poderiam ser ativadas por protedlise
limitada ou por remocéo de inibidores especificos (KUCERA e TURNER, 1981). Por
ualtimo, existem amplas evidéncias que indicam que a acidificacdo dos granulos de
vitelo regulada durante o desenvolvimento é o fator responsavel pela ativacdo destas

proteases durante a embriogénese (FAUSTO et al., 2001; YAMAHAMA et al., 2003).

Em sua maioria, as proteases isoladas de granulos de vitelo tornam-se ativas em
pH na faixa de 3 a 5.8, o que ja foi descrito tanto em vertebrados (FAGOTTO e
MAXFIELD, 1994a e b) quanto em invertebrados (FAUSTO et al., 2001), indicado
assim que a acidificacdo dos granulos de vitelo possa ser o0 mecanismo que controla a
ativacdo destas enzimas (GIORGI et al., 1999). Antes do inicio do processamento do
vitelo, o pH dos granulos é préximo a neutralidade, mas ele se torna &cido de forma
coincidente com o inicio da ativacdo das proteases e da utilizacdo do vitelo
(FAGOTTO, 1991; NORDIN et al., 1991). Esta variacdo de pH e sua relagdo com a
embriogénese parece ser um fendmeno bastante difundido, tendo sido observado em
artropodes (NORDIN et al., 1991), equinodermos (MALLYA et al., 1992) e em

anfibios (FAGOTTO e MAXFIELD, 1994a e b)

Um aspecto bastante interessante que tem sido observado é que a variacdo do

pH ocorre de forma heterogénea nos grénulos de vitelo, e que esta variacdo é
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concomitante com a degradacdo da vitelina. Em ovos de X. laevis, o processamento da
Vt é iniciado em uma populacdo de granulos pequenos, que tem o pH proximo a 5.6 e
subsequentemente o pH diminui em granulos grandes (maduros) ao mesmo tempo que
ocorrem a digestdo da VT e o crescimento do embrido (FAGOTTO e MAXFIELD,
1994a). Em Carausius morosus, foi mostrada que a acidificagéo dos granulos de vitelo
€ um processo pontual, ndo ocorrendo em todos os granulos e que existe uma perfeita
correspondéncia entre a atividade das enzimas e a acidificacdo dos granulos, enquanto
que as pro-enzimas se distribuem, em sua maioria, em granulos que nao estdo acidos

(FAUSTO et al., 2001).

Entdo, se a acidificacdo € o evento chave na protedlise das proteinas de vitelo, o
problema se torna entender o que provoca as diferentes taxas de acidificagdo em

diferentes granulos de vitelo.
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14. Bombas de Proton e Proton-pirofosfatases

4.1. Pirofosfato como um doador de energia para as atividades celulares

Embora as liga¢des fosfoanidro da molécula de ATP sejam a principal fonte de
energia para 0s seres vivos, existem outras moléculas cuja hidrélise pode fornecer
energia para as atividades celulares. Neste contexto, recorrentes descobertas de
enzimas que podem hidrolisar compostos fosfatados - como o pirofosfato, creatina
fosfato e polifosfato - e o fato de que reservas de polifosfato ja foram descritas em
diversos organismos de diferentes taxa, tém sido um indicativo de que estas moléculas

podem funcionar como uma importante alternativa energética (KORNBERG, 1999).

A hidrolise do ATP é utilizada em diversos processos celulares, tais como o
transporte acoplado de Na'/K®, a acidificacdo do lisossomo e a sintese de &cidos
nucléicos que garantem, dentre outras coisas, a manutencdo da osmolaridade, nutricdo
e replicacdo celular, respectivamente. Em contrapartida, o PPi é um substrato simples
e de baixo custo para a célula, ja que € formado como sub-produto de varias reacoes
biossintéticas, que incluem a propria sintese dos acidos nucléicos bem como a de
proteinas, carboidratos e oxidacdo de lipidios (TAIZ, 1992). Sendo assim, a
habilidade de utilizar PPi como fonte alternativa de energia pode garantir a
manutencdo de funcgdes vitais quando a disponibilidade do ATP diminui e/ou quando

sua demanda é alta.

Uma enzima especifica que hidrolisa o PPi a fosfato inorganico (Pi) foi

descoberta em tecidos animais em 1928 (KAY, 1928) e foi denominada pirofosfatase
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(PPase) inorganica. Atualmente, PPases podem ser divididas em trés classes: PPases

solliveis, PPases associadas a membranas e proton-PPases (H*-PPases).

As PPases soluveis estdo amplamente distribuidas em todos os organismos,
formando uma grande familia de enzimas que desempenham papel fundamental na
manutencdo de reagdes biossintéticas por degradar o PPi liberado como subproduto
destas reacdes como por exemplo na biossintese de DNA. As PPases associadas a
membranas foram descobertas recentemente na membrana tilacdide (JIANG et al.,
2001) e mitocondria (ZANCANI et al., 1995) de plantas. Estas enzimas sdo capazes de
hidrolisar PPi, porém néo realizam o transporte de prétons acoplado a esta hidrdlise.
H*-PPases pertencem a uma categoria de bombas de préton distinta das H*-ATPases
por utilizar a hidrdlise do PPi e ndo a do ATP para bombear prétons através de
membranas bioldgicas (MAESHIMA e YOSHIDA, 1989; MAESHIMA, 1991; LUO

etal., 1999; JIANG et al., 2001) (Figura 07).
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1.4.2. Propriedades das H*-PPases

Como foi dito anteriormente, H*-PPases (EC 3.6.1.1) sdo enzimas que acoplam
o transporte de prétons a hidrdlise de PPi (REA e POOLE, 1993). H*-PPases descritas
até entdo possuem peso molecular aparente variando entre 56 e 79 kDa (NYREN et
al., 1991; MCINTOSH e VAIDYA, 2002) e sdo aparentemente formadas por um
unico polipeptideo (DROZDOWICZ et al., 1999; DROZDOWICZ et al,. 2000; HILL
et al., 2000; NAKANISHI et al., 2001), apesar de ja ter sido sugerida a formacdo de

dimeros in vivo (MAESHIMA, 1990b).

A atividade especifica das H*-PPases pode variar de acordo ndo apenas com a
especie, mas também com o tecido, condi¢des fisiologicas e condi¢des de ensaio in
vitro. Em hipocétilo de Vigna radiata L. (feijdo-de-corda), por exemplo, a atividade
da enzima esta em torno de 1,1 pmol PPi/min/mg de proteina (MAESHIMA e
YOSHIDA, 1989) enquanto que em cotilédone de abdbora este valor varia entre 0,22 a
0,71 pumol PPi/min/mg de proteina (MAESHIMA et al., 1994b). O pH ideal para o
melhor funcionamento da enzima varia dentro da faixa da neutralidade. H*-PPase
purificada de V. radiata, por exemplo, alcanga sua maior atividade em valores de pH

que variam entre 6,5e 7,5 (MAESHIMA e YOSHIDA, 1989).

Na maioria das espécies o substrato requerido para a atividade enzimaética é o
complexo Mg-PPi-Mg (2Mg?":1PPi) (REA e POOLE, 1993; ZHEN et al., 1997a).
Em altas concentracdes, no entanto, este complexo pode atuar como um inibidor néo
competitivo da enzima (LEIGH et al., 1992). Apesar de fortes evidéncias que apontam

para o complexo Mg2PPi como o real substrato da enzima (LEIGH et al., 1992), foi
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demonstrado que para a H'-PPase purificada de V. radiata esta relagdo é de 1:1
(MAESHIMA e YOSHIDA, 1989). O principal problema associado a dificuldade na
definicdo de qual seria o real substrato das H'-PPases ¢ a quantidade complexos
metalicos que o PPi é capaz de formar em solugcdo aquosa. Em um meio de reacao
contendo PPi, Mg®* e K*, por exemplo, os complexos e fons presentes incluiriam:
Mg?" livre, PPi livre, K* livre, MgPPi, Mg2PPi e KPPi (LEIGH et al., 1992). Além do
Mg** presente na formacéo do substrato, magnésio livre também é necessario para a
estabilizacdo e ativacdo da enzima, sendo, portanto, este cation um co-fator fisiologico
essencial (MAESHIMA, 1991). De fato, a prevencdo de inativacdo quimica e
prote6lise das H*-PPases em funcéo da presenca do cation Mg?* ja foi demonstrada em
diferentes organismos (MAESHIMA 1991; REA e POOLE, 1993; GORDON-WEEKS
et al. 1996). Aparentemente, além do sitio para ligacdo do complexo Mg2-PPi, existem
mais dois sitios para associacdo do Mg na enzima: um de baixa e outro de alta

afinidade (BAYKOV et al., 1993a; MAESHIMA, 2000).

Além do Mg, a maioria das H*-PPases de plantas bem como todas as H*-
PPases presentes em protozoarios descritas até o momento requerem potassio (K”)
para alcancar sua maxima atividade (KARLSSON, 1975; REA et. al.,1992b; ZHEN et
al., 1997a, 1997b; JIANG et al., 2001). Tal dependéncia tem levado a especulacédo de
que a enzima seja também responsavel pelo transporte de K para o interior dos
compartimentos (OBERMEYER et al., 1996; STITT, 1998; RASHID et al., 2000). Tal
capacidade em H*-PPases de plantas poderia estar diretamente relacionada a abertura
dos estbmatos, bem como a regulacéo do turgor da célula vegetal como um todo (REA

e POOLE, 1993;). No entanto, tal propriedade permanece incerta, visto que nem H*-
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PPase (SATO et al., 1994) purificada ou presente em membranas nativas (ROS, 1995)

foram capazes de transportar K.

Alguns outros cations monovalentes ja foram mostrados como eficientes
substitutos do K*, como Rubidio e Manganés (MAESHIMA e YOSHIDA, 1989),
enquanto outros ndo foram capazes de fazé-lo, Sodio e Litio, por exemplo

(OBERMEYER et al., 1996; ZHEN et al., 1997b).

Diferente das V-ATPases, cuja atividade ndo € influenciada pela presenca de
Ca’* mesmo em concentracdes préximas a 1 mM (MAESHIMA, 1991: REA et al.,
1992a), H*-PPases presentes em diferentes organismos sdo inibidas por este cation
(MAESHIMA, 1991; REA et al., 1992a), devido a formacdo do complexo Ca-PPi, que
captura o PPi do meio, prevenindo a formacgdo do substrato Mg-PPi (MAESHIMA,
1991). Além disso, Ca** livre pode também afetar a atividade da enzima
(MAESHIMA, 1991; REA et al., 1992a). No entanto, ja foi descrito para alguns
organismos, que a inibicdo causada por Ca** livre é dependente da concentracio de
Mg?* citosélico, que acima de 1 mM é capaz de evitar o efeito inibitrio do Ca**

(MAESHIMA, 1991).

Além do Ca®*, outros compostos podem atuar como inibidores das H*-PPases.
Como ocorre com a inibicdo por Ca?*, H*-PPases de diferentes organismos possuem
sensibilidade extremamente variavel para cada inibidor testado. A pirofosfatase
mitocondrial, por exemplo, sofre uma inibicdo de 95% a concentracdes de fluoreto de
potassio (KF) proximas a 0,5 mM (BAYKOV et al., 1992), enquanto a enzima

presente em vesiculas de V. radiata ainda retém 15% de sua atividade em 10 mM de
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KF (BAYKOQV et al., 1993b). Apesar do fluoreto ainda ser bastante utilizado como
inibidor de H'-PPases em diversos sistemas, ao longo da Gltima década tém sido
descritos varios analogos de PPi, denomindos bifosfonatos, que agem de forma bem
mais especifica que o fluoreto (ZHEN et al., 1994). Os bifosfonatos possuem o
oxigénio central do pirofosfato substituido por um atomo de carbono, o que previne a
quebra da ligacédo fosfoéster (MCINTOSH e VAIDYA, 2002). Dentre estes inibidores

podemos citar o pamidronato, o residr
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duas familias ndo apresentam nenhuma similaridade uns com os outros (SHINTANI et
al., 1998). Por sua vez, H*-PPases descritas at¢ 0 momento também ndo apresentam

semelhanca significativa com membros de nenhumal:
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como Trypanosoma cruzi, Plasmodium falciparum e Toxoplasma gondii (SCOTT et

al., 1998; LUO et al., 1999; RODRIGUES et al., 2000).

Até recentemente (1998), quando foi clonada e sequenciada a H'-PPase da
bactéria R. rubrum (BALTSCHEFFSKY et al., 1998) todas as seqiiéncias publicadas
para a enzima eram de plantas superiores e elas apresentavam 85% ou mais de
similaridade e possuiam caracteristicas especificas citadas anteriormente, como
dependéncia total de magnésio e forte estimulo por potassio. No inicio de 2000 a
descricdo de uma outra sequéncia divergente da anteriormente descrita e que sO
compartilhava com esta 36% de similaridade abriu novas perspectivas para a
compreensdo da evolucdo desta enzima. As duas sequéncias estdo presentes em
Arabdopsis thaliana e sdo denominas AVP1 (para a enzima ja conhecida em plantas) e
AVP2 (para a nova sequiéncia descoberta). A AVP2, diferente da AVP1, ¢ insensivel a

potassio e altamente inibida por calcio (DROZDOWICZ et al., 2000).

A descoberta da existéncia de H'-PPases em arqueobactérias, um grupo tdo
divergente filogeneticamente de eubactéria como eubactéria é de eucariotos, sugere
que as H'-PPases podem ter uma origem mais antiga do que se suspeitava. Na
verdade, presume-se que estas enzimas tenham surgido antes da divergéncia dos trés
dominios: Archaea, Bactéria e Eukarya (DROZDOWICZ et al., 2001). Apesar de sua
distribuicdo em organismos presentes nos trés reinos, até recentemente esta enzima era

tida como inexistente em células animais (MCINTOSH e VAIDYA, 2002).

Mesmo estando as H'-PPases entre as bombas de préton mais bem

caracterizadas bioquimicamente em plantas (MAESHIMA, 1991), a sua aparente
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auséncia em outros organismos limitou as descobertas e conhecimentos sobre sua
biologia basica e fisiologia. E importante ressaltar que esta enzima coexiste com H'-
ATPase em plantas e organelas de parasitas como tonoplasto, acidocalcissomo e
cloroplasto (REA e SANDERS, 1987; REA e POOLE; 1993; MCINTOSH et al.,

2001; RUIZ et al., 2001a).

1.4.4. H*-PPases em organelas vegetais

O vacuolo é um dos mais notaveis compartimentos em uma célula vegetal. Esta
organela realiza numerosas funcdes vitais para a homeostase celular, incluindo o
acumulo de aminodcidos, ions inorganicos e intermediarios metabdlicos (BOLLER e
WIEMKEN, 1986; TAIZ, 1992). Esta vesicula também contém diversas hidrolases
acidas, como proteases, RNases e glicosidases (NISHIMURA e BEEVERS, 1978).
Proton-pirofosfatases ja foram demonstradas em membranas vacuolares de
monocotiledoneas, dicotiledoneas, plantas com metabolismo C3, C4 e MAC
(MAESHIMA et al., 1994b; REA, 1993) e, devido a sua localizacdo especifica, séo

consideradas marcadoras de membranas vacuolares em plantas (CHANSON, 1990).

O aspecto mais importante dos vaclolos de plantas € o seu papel no
armazenamento de proteinas. Eles funcionam como sitios de depdsito de polipeptidios
em tecidos de reserva de plantas, tais como o cotilédone e o endosperma. Quando a
semente germina, as proteinas armazenadas nos vacuolos de armazenamento protéico
(PSV) sdo degradadas por hidrolases acidas e utilizadas para o crescimento do

embrido. J& é conhecido que a acidificacio de vacuolos de sementes em
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desenvolvimento € necessaria para a hidrolise de proteinas armazenadas (MAESHIMA

etal., 1994a).

Em células vegetais, tem sido descrito que vaclolos de armazenamento de
proteinas (PSV) e vacuolos liticos (LV) constituem organelas diferentes (DI
SANSEBASTIANO et al., 1998, 2001). Na maioria das sementes, PSVs contém trés
regides distintas: a matriz e o cristaldide - que sdo conhecidos por conterem proteinas
armazenadas - e 0 globdide, que contém cristais de &cido fitico, molécula rica em
compostos fosforilados (LOTT e SPITZER, 1980; ). Recentemente, Jiang e cols
demonstraram que PSVs de embrides de Lycopersicon esculentum possuem em seu
interior um compartimento envolvido por membrana que contém cristais de acido
fitico, além de proteinas que sdo caracteristicas de LV e H'-PPases (JIANG et al.,
2001). Estas caracteristicas sugerem que os globoides podem ser compartimentos
internos “LV-like”. A membrana globoide deve entdo separar o compartimento de
armazenamento — na matriz do PSV - das potenciais funcGes de lise do interior do
globdide (JIANG et al., 2001). Estes compartimentos intravacuolares devem existir
pelas mesmas razdes que organelas envoltas por membranas existem nas vias
secretorias: delimitar um meio ambiente especializado que é requerido para certa
funcdo sem interferir em um processo que esteja ocorrendo em outra organela. No caso
especifico das cavidades globoides no interior dos vacuolos proteinaceos nas células
de L. esculentum, a presenca das H*-PPases na membrana desta estrutura mantém um

ambiente interno acido, ideal para formac&o dos cristais de &cidos fitico.

Estes estudos indicam que Proton-pirofosfatases podem estar presentes em

compartimentos membranares especificos em vegetais, associados provavelmente a
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estas enzimas que podem ser requeridas para fungOes vacuolares especiais (JIANG et
al., 2001). Esta sugestdo também explicaria porque em parasitas kinetoplastidas como
tripanossomas e Leishmania, H-ATPase estd presente em vactolos lisossomais,
enquanto H*-PPase esta presente na membrana de acidocalcissomos (SCOTT et al.,

1998).

Um aspecto interessante demonstrado para esta enzima em hipocétilo de V.
radiata e também na péra (a fruta) é que seus niveis de transcrito e proteina sdo muito
maiores nas regides onde esta havendo o desenvolvimento do embrido. Nestes tecidos,
a atividade pirofosfatasica € muitas vezes maior do que a atividade ATPasica
(MAESHIMA, 1990a; SHIRATAKE et al.,, 1997). Este fenbmeno é facilmente
justificado se considerarmos que em tecidos em desenvolvimento macromoléculas sao
ativamente sintetizadas para a construcao dos tecidos vegetais e, como resultado desta
sintese, uma grande quantidade de PPi é produzida. Na maioria dos tecidos vegetais
jovens a H*-PPase é a principal bomba encontrada. No entanto, durante o crescimento
do tecido, enquanto os niveis de H*-PPase diminuem, os niveis de H'-ATPase
continuam sempre constante e, como resultado, estas enzimas passam a ser a principal

bomba de prétons nos tecidos maduros (MAESHIMA, 2000).

O crescimento do vegetal é apenas um dos fatores que sdo capazes de regular a
expressdo e atividade das H'-PPases em células vegetais. Somados a este estdo as
situacOes de estresse vegetal onde j& foram demonstrados aumentos significativos na
atividade H'-PPasica em vegetais crescidos em meios deficientes em minerais, ou
mesmo submetidos a anoxia ou resfriamento (CARYSTINOS et al., 1995; DARLEY

etal., 1995; KASAI et al., 1998).
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1.4.5. H*-PPases em protozoarios

A hidrolise de PPi em tripanossomatideos foi demonstrada pela primeira vez
em 1997 por Michels e cols (MICHELS et al., 1997). No entanto, no referido trabalho,
ndo foi esclarecido se esta hidrdlise, presente nas fracGes lisossomais e da bolsa
flagelar, era causada por PPases apenas associadas as membranas ou por H*-PPases.
O primeiro trabalho a evidenciar o transporte de prétons proveniente da hidrolise de
PPi foi realizado por SCOTT et al., 1998. Neste trabalho os autores mostraram a
presenca de uma H*-PPase em membrana plasmatica e acidocalcissomos de T. cruzi.
Nestas células a enzima apresentou propriedades semelhantes aquelas encontradas na
enzima vegetal, como estimulo por K" e inibicdo por fluoreto e analogos de PPi
(AMDP e IDP). Além disso, a enzima foi reconhecida pelo anticorpo produzido contra

H*-PPases da planta A. thaliana.

A partir de entdo Préton-pirofosfatases ja foram descritas em diferentes
protozoarios, incluindo os dos géneros Trypanosoma (SCOTT et al., 1998),
Leishmania (RODRIGUES et al.,, 1999b), Plasmodium (LUO et al., 1999) e
Toxoplasma (RODRIGUES et al., 2000). Proton-pirofosfatases nestes organismos
unicelulares ja foram encontradas em membrana plasmatica, vacuolo digestivo,
flagelo, bolsa flagelar, complexo de Golgi, vactolo contratil e acidocalcissomos

(organela acida envolvida com o armazenamento de calcio e outros microelementos).
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1.4.5.1 Acidocalcissomos

Acidocalcissomos sdo organelas densas e acidas com uma grande concentragdo
de fosforo presente na forma de pirofosfato e polifosfato complexados com célcio e
outros elementos (DOCAMPO e MORENO, 1999). Aparentemente, estas organelas
estdo relacionadas a organelas descritas em 1904 como granulos de volutina.
Tripanossomatideos foram os primeiros organismos no qual acidocalcissomos foram
identificados (VERCESI et al., 1994; DOCAMPO et al., 1995). Apoés sua identificacdo
nestas células, esta organela ja foi descrita em diferentes microorganismos como T.
gondii (MORENO e ZHONG, 1996), Plasmodium spp (LUO et al., 1999;
MARCHESINI et al., 2000), na alga Chlamydomonas reinhardtii (RUIZ et al.,
2001a), na ameba Dictyostelium discoideum (MARCHESINI et al., 2002), em
bactérias (SEUFFERHELD et al., 2003; SEUFFERHELD et al., 2004) e em plaquetas
humanas (RUIZ et al., 2004a). Nestes tipos celulares acidocalcissomos podem ser
identificados por marcadores de compartimentos acidos, como a laranja de acridina
(VERCESI et al., 1994; DOCAMPO et al., 1995). A morfologia deste vacuolo varia
de acordo com a espécie e 0 meio de cultura, tendo sido encontrados acidocalcissomos
com diametros de entre 0,05 até 0,6 um (SCOTT e DOCAMPO, 2000; RUIZ et al.,
2004a; RUIZ et al., 2004b). A distribuicdo destas organelas também pode variar,
apesar de haver uma localizagdo preferencial na porcao central da célula (SZAJINMAN

et al., 2003).

Diferentes enzimas ja foram identificadas na membrana de acidocalcissomos de
diferentes espécies. Dentre elas, uma aquaporina (ROHLOFF et al., 2004), um sistema

de contra-transporte Ca®/H*-ATPase para a captacdo de Ca’*, sensivel a vanadato
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(VERCESI et al., 1994; DOCAMPO et al., 1995) e trocadores Na*/H* e Ca®*/H*,
sendo este Ultimo importante na liberacdo de célcio por estas organelas (VERCESI e
DOCAMPO, 1996; VERCESI et al., 1997; RODRIGUES et al., 1999; VERCESI et
al., 2000). Aléem destes trocadores, duas bombas envolvidas com o transporte de
prétons foram caracterizadas: uma H*-ATPase vacuolar, sensivel a bafilomicina Al
(VERCESI et al., 1994; DOCAMPO et al., 1995) e uma H*-PPase (SCOTT et al.,
1998; RODRIGUES et al, 1999). Proton-pirofosfatases identificadas em
acidocalcissomos sdo capazes de promover a acidificacdo destes compartimentos e tém
sua atividade estimulada por ions K* e inibida por Na* e analogos de PPi. Estruturas
fracionadas de epimastigotas ricas em célcio, com a atividade H*-PPésica e que nio
foram reconhecidas por marcadores para mitocondria, lisossomos, glicossomos,
citoplasma e membrana plasmaética, foram isoladas e tiveram reacdo positiva para a
marcagdo com anticorpos produzidos contra a H*-PPase de plantas (SCOTT et al.,
1998). Apesar de ndo serem exclusivas a acidocalcissomos, o fato das H*-PPases
estarem concentradas nestes vacuolos as tém feito moléculas marcadoras desta

organela (RODRIGUES et al., 1999; RUIZ et al., 2001a; LEMERCIER et al., 2002).

Estudos realizando principalmente microandlise de raio-X e ressonancia
magnética nuclear demonstraram acumulo de alguns elementos quimicos no interior
dos acidocalcissomos. Apesar da freqiiéncia e quantidade destes elementos variar em
funcdo da espécie e meio de cultura, sdo comumente encontradas grandes
concentracbes de oxigénio, fésforo, calcio, sodio, zinco, potassio e, em menor
quantidade, ferro (DVORAK et al., 1988; LEFURGEY et al., 1990; SCOTT et al.,

1997; MIRANDA et al., 2000; RUIZ et al., 2001a; MARCHESINI et al., 2002; RUIZ
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et al., 2004b). No entanto, enxofre é encontrado em concentragcdes extremamente
baixas, indicando que estas organelas ndo estdo envolvidas com o armazenamento de

proteinas (ROHLOFF et al., 2003).

Em acidocalcissomos grande parte do fosforo se encontra sob a forma de PPi e
polifosfato (PoliP). PoliP é uma cadeia linear formada pela ligagdo desde alguns até
centenas de residuos de fosfato unidos por ligacdes fosfoanidro e podem ser
encontrados tanto em bactérias quanto em células de mamiferos. Tripanossomatideos e
T. gondii possuem principalmente PoliP com poucos residuos de fosfato (PoliP3,
PoliP,, PoliPs), que em conjunto sdo chamados PoliP de Cadeia Curta. Apesar disso,
PoliP de Cadeia Longa também sdo detectados. Nos diferentes tipos celulares, PoliP
pode desempenhar diversas funcbes, incluindo o armazenamento de fdsforo,
participacdo em reacGes anabdlicas como doador de energia, sequestro e
armazenamento de cations (como Ca**, por exemplo), controle transcricional, dentre
outros (CASTRO et al., 1995; KORNBERG, 1999; KULAEV e KULAKOVSKAYA,
2000). A sintese e hidrolise de PoliP em diferntes organismos tém sido atribuida,
respectivamente, as enzimas polifosfatocinase e endo e exopolifosfatase (CASTRO et
al., 1995, AULT-RICHE et al., 1998; KORNBERG, 1999; KULAEV e

KULAKOVSKAYA, 2000).

Em adicdo a funcdo de armazenamento, acidocalcissomos participam do
controle do pH intracelular, em parte devido a liberagdo de H* proveniente da hidrélise
de PoliP e também devido ao transporte de H* realizado pelas H*-ATPases e H*-
PPases (CASTRO et al., 1999; LEMERCIER et al., 2002). Outro papel desempenhado

pelos acidocalcissomos é o controle da osmolaridade. De fato, epimatigotas de T. cruzi
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quando submetidos a um extresse hiposmdtico tém reducdo do conteudo de
polifosfato, enquanto que sob condicbes hiperosméticas o fendbmeno inverso pode ser
observado (RUIZ et al., 2001b) e este metabolismo garantiria a sobrevivéncia do
parasita frente aos desafios lancados pelos hospedeiros invertebrados e vertebrados.
Estes resultados podem ser explicados levando-se em consideragdo que quando o
PoliP ¢é degradado o Pi ndo € liberado para o citosol, o que resulta no turgor da

organela (ROHLOFF et al., 2004).

As descobertas de préton-pirofosfatases nestes protistas parasitas tém sido
bastante exploradas, visto que a auséncia dessa enzima em hospedeiros vertebrados faz
com gue a mesma possa ser utilizada como um alvo especifico para construcdo de
drogas eficazes no tratamento de doencas causadas por estes patégenos (RODRIGUES

et al., 2000; RODRIGUEZ et al., 2002; SZAIJNMAN et al., 2003).

1.4.6. H -PPases em insetos

Até recentemente, quando nosso grupo demonstrou a presenca de H*-PPases em
vesiculas de ovos e ovdcitos de R. prolixus (MOTTA et al.,, 2004), ndo existia
evidéncia para a existéncia destas enzimas em células humanas ou qualquer outra

espécie do reino animal (MCINTOSH e VAIDYA, 2002).

Os processos celulares do desenvolvimento embrionario de insetos é algo que
varia entre as diferentes ordens e até mesmo entre especies do mesmo género.
Infelizmente, como ja foi dito anteriormente, o desenvolvimento embrionario de R.

prolixus e P. americana ndo € muito conhecido. Em contrapartida, muito se sabe sobre

36



INTRODUCAOQO

a embriogénese de D. melanogaster. Neste inseto, nas primeiras horas do
desenvolvimento embrionario ocorrem sucessivas divisdes nucleares no centro do
vitelo, caracterizando a fase sincicial da embriogénese desta espécie. Mais tarde, estes
nucleos sem delimitacdo migram para a periferia e membranas se formam entre eles,

originando células separadas (celularizacdo da blastoderme) (GILBERT, 2000).

Em tecidos com altas taxas proliferativas, conforme observado no
desenvolvimento embrionario de insetos, ocorre a sintese de varias moléculas como
acidos nucléicos, glicogénio, lipideos e etc (GILBERT, 2000). Durante a fase sincicial,
as sucessivas divisdes nucleares e a consequente sintese de DNA, RNA e proteinas
libera diretamente no citoplasma da célula o PPi sub-produto destas reacdes
anabolicas. Acreditamos que nesta fase esta molécula torna-se abundante e devido ao
seu contato direto com os granulos de vitelo as H*-PPases poderiam utilizar o PPi
como substrato para promover o bombeamento de prétons para o interior dos granulos,
e assim possibilitar a ativacdo das enzimas responsaveis pela degradacdo do vitelo
ainda na fase inicial da embriogénese. De fato, em R. prolixus, a adicdo de PPi em
fracdes contendo grénulos de vitelo extraidos de ovos ap6s um dia de ovopostura
promoveram a acidificacdo desta organela que inicialmente encontravam-se com pH

préximo a neutralidade (MOTTA et al., 2004).

A participacdo das H*-PPases na ativacdo das enzimas dos granulos de vitelo
pode representar uma nova forma de acidificacdo de compartimentos em células
animais. Este seria um modelo interessante para a compreensdo do metabolismo
energético na embriogénese de insetos, onde a hidrélise do PPi, gerado pelas reacfes

biossintéticas, pode ser utilizada pelas H*-PPases como fonte de energia para o
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transporte de prétons para o interior dos granulos e conseqliente promoc¢do da

mobilizagéo do vitelo.
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I1- OBJETIVO GERAL

Esta tese teve como objetivo geral caracterizar bioquimicamente proton-
pirofosfatases presentes em ovocitos e ovos de Rhodnius prolixus e Periplaneta
americana, além de avaliar a participacdo desta enzima na acidificacdo de vesiculas
presentes no interior destas células. Esta caracterizagdo pode contribuir para a
compreensdo de aspectos relacionados a formacdo dos ovos e desenvolvimento
embrionario nestes organismos. Um melhor conhecimento destes fendmenos pode
favorecer o avanco de pesquisas basicas que envolvam a reproducdo deste tdo bem
sucedido grupo, bem como pesquisas aplicadas relacionadas ao controle populacional
de insetos que atuem como pragas na agricultura ou como vetores de doengas, como é

0 caso de R. prolixus e P. americana.
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I11- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar a H*-PPase presente em ovos e ovacitos de R. prolixus, bem como

em ovocitos corionados de P. americana de acordo com parametros cinéticos;

2. Testar os principais inibidores de H*-PPase, tanto nos ovos como nos ovocitos

de P. americana e R. prolixus;

3. Localizar a enzima nos ovocitos destes insetos, utilizando anticorpos anti-H*-
PPases provenientes de H*-PPase vegetal através de diferentes técnicas de

microscopia;

4. Correlacionar a atividade da enzima com a acidificagdo dos granulos de vitelo,

utilizando para tal marcadores especificos de compartimentos acidos;

5. Analisar o contetdo de microelementos presentes nos granulos de vitelo de R.

prolixus e P. americana através de microanalise de raio-X;

6. Dosar o conteudo de polifosfato presente em ovocito e ovos de P. americana,

bem como em ovos de R. prolixus;

7. Verificar a variacdo de célcio em funcdo da acidificacdo promovida pela

hidrolise de PPi.
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IV- MATERIAIS E METODOS

1V.1. Insetos

IV.1.1. Rhodnius prolixus

Foram utilizadas fémeas de uma col6nia mantida no Laboratorio de
Biogquimica de Insetos, chefiado pelo Dr. Hatisaburo Masuda, a 28° C e 70% umidade
relativa. Para obtengéo dos ovérios, fémeas acasaladas eram alimentadas com sangue
de coelho em um aparato artificial e trés dias depois seus ovarios eram
cuidadosamente dissecados com auxilio de um microscépio estereoscépico. A coleta
dos ovos era realizada até 24 horas apés a limpeza das gaiolas onde os insetos adultos
permaneciam, garantindo assim que todos os ovos coletados tinham de zero a 24 horas

de postura.

IV.1.2. Periplaneta americana

As baratas foram cultivadas em aquarios de vidro no Laboratério de
Entomologia Médica a uma temperatura ambiente e 60% umidade relativa, com uma
dieta a base de racdo canina e agua. Os ovarios foram obtidos apds disseccdo de
fémeas, também com auxilio de um microscopio estereoscépico. Além dos ovarios

totais, neste trabalho também foram usados ovocitos em estagio final de vitelogénese,
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que foram adquiridos apds cuidadosa remocgdo destas células da porcdo final do
ovariolo, com auxilio de pinc¢as de disseccdo. As ootecas utilizadas nos experimentos
foram coletadas a partir de placas de isopor colocadas dentro dos aquarios. Da mesma
forma que em R. prolixus, a coleta das ootecas era realizada até 24 horas apds a
limpeza dos aquérios. Estas ootecas, por convencdo foram nomeadas ootecas de dia

ZEero.

IV.2. Obtencéo das Fracbes de Membrana em Ovarios e Ovos de R. prolixus e P.

americana

A fracdo enriquecida em membranas foi obtida dos ovérios e/ou ovos das
fémeas de R. prolixus e/ou P. americana, utilizando centrifugacédo diferencial. Para R.
prolixus eram usados em média 0,3 g de ovos ou cerca de 30 ovarios, enquanto que
para P. americana ovdcitos corionados foram retirados de aproximadamente 50
ovarios. Nestas proporcoes, era obtido material suficiente para a realizacdo de até
cinco experiéncias. Esses materiais foram colocados em um tampédo contendo glicerol
10%; albumina bovina 0,26%; DTT 3,3 mM; PMSF 1 mM; KCI 150 mM; EDTA 5
mM e Tris-HCI 0,1M pH 8.0 e rompidos em um homogeneizador de tecidos (IKA-
Euoturrax T25 Basic — Probe S25N-186). O homogenato obtido foi centrifugado a
10.000 g por 20 minutos a 4° C. O sobrenadante formado foi centrifugado a 100.000 g
durante 40 minutos a 4° C. O precipitado obtido foi ressuspenso em 40 mL de tampé&o

gelado contendo glicerol 10%; DTT 1 mM; EDTA 1 mM e Tris-HCI 10 mM pH 7,5; e
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centrifugado novamente a 100.000 g durante 40 minutos a 4° C. O precipitado foi

ressuspenso num pequeno volume do Gltimo tampao (FACANHA e DE MEIS, 1995).

IVV.3. Preparacdo da Suspensdo de Granulos

IV.3.1- Rhodnius prolixus

Para obter fracBes contendo granulos de vitelo, 3 mg de ovos recolhidos apds
um dia de postura foram rompidos delicadamente em 1 mL de salina Ringer para
Rhodnius modificada (NaCl 130 mM, KCI 8,8 mM, MgCl, 8,6 mM, NaHCO; 10,2
mM, glicose 34 mM e NaH,PO, 4 mM pH 7,2. Este contetdo foi centrifugado a 5009
por 5 minutos a 4° C, ressuspenso na mesma salina e centrifugado nas mesmas
condigdes. Ao final foi obtido um precipitado enriquecido de granulos de vitelo. A este
precipitado foi adicionado o coquetel inibidor de proteases (Sigma, P 2714) e esta

solucéo foi utilizada para analise.

IV.3.2- Periplaneta americana

Para fragOes de granulos de vitelo de barata, uma ooteca foi comprimida em 1
mL de salina de barata modificada (KCI 3.1 mM, NaCl 0.214 M, sacarose 5 mM e
HEPES 5.0 mM pH 7.2), e 0 microtubo contendo este homogenato foi manualmente e

delicadamente agitado. Ap6s 30 segundos de repouso, ao sobrenadante removido foi
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adicionado o coquetel inibidor de proteases (Sigma, P 2714) e esta solucdo foi

utilizada como suspensdo de granulos.

IV.4. Dosagem de Proteinas

A concentracdo de proteinas obtidas nas preparacdes de membrana foi

determinada pelo método de Lowry e cols. (LOWRY et al., 1951).

1VV.5. Hidrolise de Pirofosfato e ATP

A atividade proton-pirofosfatasica e proton-ATPasica foi determinada por
medida da liberacdo de Pi colorimetricamente (FISKE e SUBBAROW, 1925) num
meio de reacdo contendo MgCl, 2,5 mM; KCI 100 mM; PPi 0,3 mM ou ATP 1 mM e
MOPS-Tris 50 mM pH 7,5. A reacgéo foi iniciada pela adigdo da amostra obtida na
fracdo de membrana (40 pg/mL). Aliquotas do meio de reacdo foram paralisadas pela
adicdo de 10% (concentracdo final) de acido tricloroacético gelado e utilizadas para

determinar a quantidade total de Pi liberado (FACANHA e DE MEIS, 1995).

A hidrolise destes compostos fosforilados foi realizada na presenca de
diferentes meios de reacdo, que diferiram quanto ao tipo de componente cujo efeito se
desejava analisar. O branco das reacdes foi feito colocando-se acido tricloroacético no

meio de reacdo antes da adicdo de proteina.
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1V.6. Gel de Eletroforese e “Western Blot”

As fracOes de membrana de ovos de barbeiro e raiz de milho foram separadas
por eletroforese em um gel de poliacrilamida SDS-PAGE 10% (LAEMMLI, 1970;
O'FARREL, 1975), fazendo-se duas aplicacGes de amostras simultaneamente. Os geéis
obtidos foram eletrotransferidos para membranas de nitrocelulose e uma delas foi
corada com vermelho de Ponceau. A outra membrana foi preparada para a
imunomarcacdo com anticorpo preparado a partir de um polipeptidio sintético
produzido a partir de uma sequéncia de H'-PPase de Arabidopsis thaliana que é
conservada em outros organismos, gentilmente cedido pelo Dr. Roberto Docampo
University of Georgia) e Dr. Masaoshi Maeshima (Nagoya University). Apos a
transferéncia para membrana, estas foram incubadas em TBS-TWEEN Leite 5% por
12 horas. As membranas retiradas do bloqueio foram incubadas com o anticorpo
primario (1:500) por 18 horas. Apds este periodo, as membranas foram lavadas, e
incubadas por 2 horas com anticorpo secundario conjugado a fosfatase alcalina
(1:1000). A revelacdo das membranas foi realizada utilizando-se Kit para fosfatase
alcalina (“*Amplified Alkaline Phosphatase Immun-Blot Kit” Bio Rad N° 170-6432).
Os controles foram obtidos a partir da incubacdo das membranas apenas com anticorpo

secundario.
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IV.7. Localiza¢do da Enzima no Tecido por Microscopia Optica

Devido a impossibilidade de realizar os procedimentos padrbes de preparacao
de material para microscopia com ovos, para a imunolocalizacdo da enzima foram
utilizados ovécitos vitelogénicos de R. prolixus no fim desta fase do desenvolvimento.
Os ovdcitos foram fixados por 18 horas em paraformaldeido 4% a 4° C e entdo
imersos em PBS contendo sacarose 20% e embebidos em OCT. Posteriormente, 0s
ovocitos foram seccionados e aderidos a laminas cobertas com poli-L-lisina. Os cortes
foram entdo incubados por 30 minutos em peréxido de hidrogénio 3% a fim de
eliminar a atividade peroxidasica enddgena. Ap6s serem lavados, os cortes foram
incubados em tampdao de blogueio (BSA 2%, leite em p6 desnatado 0,2%, soro normal
de cabra 2% e Triton X-100 0,8%, todos diluidos em PBS) por 1 hora a temperatura
ambiente. Ap0s este periodo os cortes foram incubados com o anticorpo primario (anti
H*-PPase de A. thaliana) por 18 horas a 4° C. O anticorpo secundario (acoplado a
peroxidase) foi adicionado apés a lavagem dos cortes e a revelagédo foi feita com um
kit HRP-ABC (Vectastain, Vector Labs). O controle foi realizado na auséncia do

anticorpo primario.

IVV.8. Localizacéo da Enzima no Tecido por Microscopia Eletrénica

Nesta preparagdo também foram utilizados ovocitos no final da fase
vitelogénica de R. prolixus. Os ovocitos foram fixados por 18 horas em

paraformaldeido 4% e glutaraldeido 0,5% a 4° C e entdo incubados em PBS contendo
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NH,4CI 50 mM por 60 minutos a temperatura ambiente. Apos lavagem, o material foi
desidratado em acetona e embebido em resina hidrofilica (LR White). Posteriormente,
0s ovocitos foram seccionados em cortes de 80 nm e montados em grades de cobre de
300 mesh. Estas grades foram incubadas em tampdo de blogueio (leite em po
desnatado 5% diluido em PBS) por 1 hora a temperatura ambiente. A incubacdo com o
anticorpo anti H*-PPase de planta durou 20 horas, 4° C. Apds trés séries de lavagem
em PBS para a retirada do anticorpo primario, o material foi incubado com anticorpo
secundario conjugado a ouro coloidal (Sigma Chemical Co) por 2 horas. O controle foi
realizado na auséncia do anticorpo primario. O material foi visualizado em

microscopio eletrénico (Zeiss 900).

IVV.9. Acidificagdo dos Granulos de Vitelo

A Laranja de Acridina (LA) é uma amina terciaria que se concentra em
compartimentos intracelulares acidos, tornando-se protonada e formando dimeros sob
estas condigdes. Esta dimerizacdo provoca mudangas em suas propriedades de
absorbancia e fluorescéncia, fazendo desta molécula um marcador de compartimentos

acidos (ANDERSON, R. G. e ORCI, 1988; PALMGREN, 1991).

Para observar a acidificacido promovida pela H*-PPase, as fragdes de granulos
de vitelo, preparadas conforme descrito anteriormente, foram incubadas no escuro em
salina Ringer para Rhodnius ou salina de barata com Laranja de Acridina 5 pg/mL por

10 minutos. Apds esta incubacdo os granulos de vitelo foram depositados em laminas e

47



MATERIAIS E METODOS

observados em um microscopio confocal equipado com filtro para rodamina, sob um
comprimento de onda de excitagdo 488 nm e de emisséo de 514 nm. No meio de
incubacédo, além do indicador, foram adicionados o substrato da enzima e seus co-

fatores e/ou inibidores, como especificado nas figuras.

1VV.10. Bombeamento de Prétons

O actimulo de H" proveniente da hidrélise de ATP nas fracdes de membrana de
ovos de R. prolixus foi determinado pela diminuicdo da fluorescéncia emitida pelo
ACMA usando um  fluorimetro (modelo F-3010, Hitachi, Tokyo)
(ISHMUKHAMETOV et al., 2005). A excitacdo foi feita a 415 nm e a emisséo a 485
nm. O meio de reacgdo continha 3 uM ACMA, 5 mM MgCl,, 100 mM KCI e 10 mM
MOPS-Tris, pH 7.5. Nos locais indicados na figura, ATP 1 mM e FCCP 1 uM foram
adicionados. O FCCP é um &cido fraco que funciona como ionoforo de prétons,
aumentando a condutancia deste ion através de membranas bioldgicas (BENZ e

MCLAUGHLIN, 1983).

A acidificagéo dos granulos de vitelo contidos nas suspensdes de granulos de P.
americana foi medida através da mudanca de absorbancia da LA nos pares de
comprimento de onda 493-530nm em um espectrofotbmetro (SLM-Aminco
DW2000) (PALMGREN, 1991). O meio de reacéo utilizado continha KCI 130 mM,

MgCl, 2 mM, EGTA 50 uM, HEPES 10 mM pH 7.2. Nos momentos indicados na
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figura foram adicionados LA 3 uM, 0,1 mM PPi (curva a), 0,3 mM PPi (curva b) e 40

UM NH,CI.

1V.11. Imunofluorescéncia Indireta

Para imunofluorescéncia ovos R. prolixus e ootecas de O dias de P. americana
foram rompidos em salina Ringer para Rhodnius e salina para barata, respectivamente
e deixados em repouso por 3 minutos, para decantacdo de restos celulares. O
sobrenadante foi fixado em paraformaldeido 4% por 30 minutos. Apds fixacdo o
material foi centrifugado a 14000 g por 15 segundos e o precipitado foi ressuspendido
em PBS. Este procedimento foi repetido trés vezes. Ao término destas lavagens o
material foi colocado sobre laminulas (previamente cobertas com etilenimida) e
aderidos por 10 minutos. Em seguida, as laminulas foram tratadas com NH,CI 100
mM e incubadas por 30 minutos em tampao de bloqueio (BSA 1,5%, gelatina de peixe
0,5% e TBS Tween 0,02%). As laminulas foram entdo incubadas por 1 hora com o
anticorpo primario 1:500 produzido em coelho (anti-H*-PPase de A. thaliana), lavadas
em tampdo de bloqueio e posteriormente incubadas (por 1 hora) com anticorpo
secundéario conjugado a fluoresceina (1:100). Ao final, as laminulas foram lavadas e
observadas em microscépio confocal (Zeiss CLSM 310). O controle foi realizado sem

incubacdo com anticorpo primario.
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1VV.12. Microanalise de Raios-X

Ovos de R. prolixus e ootecas de 0 dias de P. americana foram rompidos em
HEPES 10 mM pH 7.2 e deixados em repouso por 3 minutos, para decantacdo de
restos celulares. Granulos de vitelo presentes no sobrenadante foram aderidos a grades
de cobre cobertas com Formvar e carbono. Espectros de raios-X por energia dispersiva
foram coletados concentrando-se o feixe de elétrons nos granulos de vitelo
encontrados em diferentes regides das grades. Como controle, espectros foram
coletados de regides adjacentes aos granulos e também do filme de formvar/carbono.
As amostras foram analisadas em um microscépio eletrénico de transmissdo JEOL
1200 EX operando a 80 kV. Os raios-X foram contados por 150 segundos utilizando-
se um detector de Si(Li) com janela Norvar, 0-10 Kev de dispersdo de energia € com
resolucdo de 10 eV por canal. As analises foram feitas utilizando-se um microscopio
de transmissdo-varredura (Leo-912) equipado com filtro de energia e sistema de

mapeamento de raios-X por energia dispersiva (Leo-electron microscope).

1VV.13. Extracgao de Polifosfato (PoliP)

A dosagem de polifosfato foi realizada em extratos totais de ovario de ooteca de

0 dias de P. americana e em ovos de R. prolixus.

A dosagem de PoliP cadeia curta (“short chain”) foi realizada conforme

descrita por RUIZ et al., 2001. Os ovarios e o conteldo dos ovos e ootecas foram
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colocados em um microtubo contendo 0.3 ml de acido perclérico 0,5 M,
homogeneizados e mantidos no gelo. Apds 30 minutos, 0 homogenato foi centrifugado
em centrifuga “spin” a 14.000 g durante 1 minuto. O sobrenadante foi neutralizado
pela adicdo de KOH 0,72 M e KHCO; 0,6 M. Apos nova centrifugacdo a 14.000 rpm
por 1 min, o sobrenadante obtido foi reservado para posterior determinagdo da

quantidade de PoliP.

Para dosagem de PoliP cadeia longa (“long chain”) foi realizada conforme
AULT-RICHE, 1998. Os ovarios e o conteudos dos ovos e ootecas foram colocados
em um microtubo contendo 0,5 mL de tampéo de lise (guanidina isotiocianato 4 M,
Tris-HCI 50 mM pH 7.0 previamente aquecido a 95° C. O material foi vigorosamente
agitado e incubado por 4 minutos a 95° C. Foram retirados 50 pL do homogenato
obtido para posterior dosagem de proteina e ao restante do conteudo do microtubo
foram adicionados 30uL de SDS 10%, 0,5 mL de etanol 95% e 5uL “Glassmilk”. O
material foi entdo homogeneizado e centrifugado em centrifuga “spin” a 13.000 g por
15 seg. O precipitado foi ressuspenso em 0,5 mL de tampéo de lavagem (NaCl 50
mM, EDTA 5 mM, etanol 50% e Tris-HCI 5 mM pH 7.5) gelado. A amostra foi
centrifugada e lavada mais duas vezes nas mesmas condic¢6es. Ao final, o precipitado
foi ressuspenso em 50 pL do tampdo de digestdo (MgCl, 10 mM, DNase 20 pg/mL,
RNase 20 pg/mL e Tris-HCI 50mM pH 7.4) e incubado por 10 min a 37° C. A
amostra foi centrifugada a 13.000 g por 15 segundos e o precipitado formado foi
lavado em 150 pL de tampédo de lise e 150 pL de etanol 95%. Ap0s centrifugacdo a
13.000 g por 15 seg e o precipitado foi lavado duas vezes em 0,5 mL de tampé&o de

lavagem. O precipitado final foi ressuspenso em 50 pL Tris-HCI 50 mM pH 8.0 e
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incubado por 2 minutos a 95° C para eluicdo do PoliP, com posterior centrifugacéo a
13.000 g por 15 seg. Esta etapa final foi repetida duas vezes e os sobrenadantes
obtidos apds cada centrifugagdo foram acondicionados em microtubos e reservados a

-80° C para posterior dosagem do PoliP.

IVV.14. Determinacéo da Quantidade de Polifosfato (PoliP)

A quantidade de PoliP presente nas amostras preparadas como descrito
anteriormente, foi estimada a partir da determinacdo da quantidade de Pi liberado a
partir do tratamento com excesso de exopolifosfatase recombinante de levedura.
Aliquotas (5 L) de extratos de PoliP de cadeia curta e longa foram incubadas por 15
minutos a 37°C em meio de reacdo contendo MgCl, 6.0 mM e Tris-HCI 60 mM pH
7.5, além da enzima, em um volume final de 75 uL. A liberacdo do Pi foi monitorada

de acordo com o método de Lanzetta (LANZETTA et al., 1979).

IV.15. Determinacdo da Variacéo de Calcio

A dosagem da concentracdo de célcio livre foi monitorada pela medida da
mudanca do espectro de absorbancia do Arsenazo utilizando um espectrofotdometro
(CINTRA 20 spectrophotometer) nos comprimentos de onda 675-685 nm a

temperatura ambiente (SCARPA, 1979). A suspensdo de grénulos (0,1 mL) foi
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adicionada a cubeta contendo 1,3 mL do meio de reagéo (KCI 130 mM, MgCl,2 mM,
EGTA 50 uM, HEPES 10 mM pH 7.2) e Arsenazo 4 uM. A calibracdo da leitura da
absorbancia foi feita utilizando-se célcio titulado 3 um. Em diferentes ensaios foram
adicionados PPi 1 mM, ATP 1 mM, NaF 10 mM, como indicado na figura. Os
resultado obtidos das leituras nos dois comprimentos de onda foram devidamente
subtraidos e os valores apresentados no grafico se referem a proporcéo de aumento ou
diminuicdo da quantidade de calcio no meio levando em consideracdo a quantidade

deste cation imediatamente antes da adi¢cdo do composto em questéo.
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V- RESULTADOS

V.1. Hidrdlise de ATP em Fragdes de Membrana de Ovos de Rhodnius prolixus

Nossos primeiros resultados mostram a presenca de H*-ATPases de diferentes
classes nas fragdes de membrana de ovos de Rhodnius prolixus. Nestas fracoes, a
atividade H*-ATPasica foi comprometida por inibidores especificos de H*-ATPases
vacuolares (nitrato — KNO3; 50 mM), H*-ATPases mitocondriais (azida — NaN; 5 mM)
e H'-ATPases de membrana plasmatica (vanadato — VO, 1 mM). Como mostra a
Figura 08, a hidrdlise de ATP foi totalmente inibida quando todos os inibidores foram

adicionados ao meio de reacéo.

V.2. Transporte de Protons em Microssomos Obtidos de Fracbes de Membrana

de Ovos de R. prolixus.

A fim de verificar 0 bombeamento de protons a partir da hidrolise de ATP,
procedemos a ensaios de transporte de protons, nas mesmas fragfes de membrana
preparadas anteriormente, na presenca do fluor6foro ACMA. Como mostra a Figura
09, houve diminuicédo da fluorescéncia do ACMA ap0s a adicdo de ATP, o que indica
que houve diminuicdo do pH das vesiculas. O acréscimo do iondforo de protons
(FCCP) provocou a saida de fons H* do interior dos microssomos, provocando o

aumento da fluorescéncia.
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V.3. Hidrdlide PPi e ATP nas fracGes de membrane de R. prolixus

Surpreendentemente, nestas fracbes de membrana, além da hidrolise de ATP foi
constatada a presenga de enzimas capazes de hidrolisar PPi (Figura 10). Esses
resultados foram inesperados, visto que nunca havia sido descrita a presenca de
pirofosfatases em membranas biolégicas de células animais. De posse deste dado,
prosseguimos na caracterizacdo bioquimica das pirofosfatases presentes nas

membranas de ovos e ovarios de insetos.

Em todos os ensaios realizados a atividade especifica encontrada foi bastante

variavel. Por este motivo, todos os resultados foram expressos em atividade relativa.

A Tabela 1 apresenta os valores em atividade especifica para os percentuais

presentes na FiguraloO.
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Figura 08: Efeito de diferentes inibidores na hidrdlise de ATP: A liberacdo de fosfato foi
estimada como descrito em materiais e métodos. O meio de reacdo continha MgCl, 0,6 mM,
KCI 100 mM, ATP 1 mM e MOPS-Tris 50 mM ph 7,5. Em cada curva apresentada foi
adicionado ao meio de reacdo os sequintes inibidores: VO, 1 mM(=*=), KNO3 50 mM
d—‘—), NaN3; 5mM (=#=) ou todos os inibidores a0 mesmo tempo ( ). O controle foi

realizado na auséncia de qualquer inibidor (===),
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Figura 09 - Transporte de protons através de membranas vesiculares ovos de R.
prolixus: O acimulo de H" pelas vesiculas foi determinado como descrito em Materiais e
Métodos. A reacdo foi iniciada pela adi¢cdo de ATP 1 mM. O iondforo de protons (FCCP, 5

M) foi adicionado como mostrado na figura.
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Figura 10: Hidrolise de ATP e PPi em fracbes de membrana de R. prolixus: A
liberacdo de fosfato foi estimada como descrito em Materiais e Métodos. O meio de
reacao continha MgCl, 0,6 mM, KCI 100 mM, e MOPS-Tris 50 mM pH 7,5. A hidro6lise
de PPi foi realisada na presenca de PPi 0,3 mM (=%=) e a hidrdlise de ATP em um meio

de reagdo contendo ATP 1 mM (=),
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Tabela 1: Atividade especifica da hidroélise de ATP e PPi em frac6es de membrana de R.
prolixus: Os valores apresentados na tabela correspondem as atividades especificas utilizadas
para o calculo da atividade relativa mostrada na Figura 10. A atividade foi calculada em
pmoles de PPi ou ATP hidrolisado por cada mg de proteina 10, 20 ou 30 minutos apos a adi¢cdo
da fracdo de membrana. O controle (tempo 0) foi obtido adicionando-se TCA 50% logo apds a
adicdo da fracdo de membranas.

Substrato Replicatas pmoles de PPi pmoles de PPi pmoles de PPi pmoles de PPi
para ou ATP ou ATP ou ATP ou ATP
Hidroélise hidrolisado/mg hidrolisado/mg hidrolisado/mg hidrolisado/mg
ptn/0 min ptn/10 min ” ptn/20 min ptn/30 min
1 0 0,18 0,38 0,54
2 0 0,41 0,96 1,52
3 0 0,03 0,05 0,08
ATP 4 0 0,59 1,36 2,03
5 0 0,37 0,87 1,32
6 0 0,30 0,40 0,76
7 0 0,23 0,39 0,52
1 0 0,29 0,35 0,59
2 0 0,02 0,03 0,05
3 0 0,70 1,49 1,79
PPi
4 0 1,10 1,81 2,63
5 0 0,10 0,17 0,24
6 0 0,19 0,30 0,47
7 0 0,81 1,29 2,13
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V.4. Determinacéo do pH 6timo para a atividade da enzima in vitro e verificacdo

da dependéncia de magnésio para a atividade da enzima em R. prolixus

A hidrolise de PPi foi realizada em diferentes valores de pH a fim de se
estabelecer um pH 6timo para as reag6es (Figura 11). Com esta analise, observamos
que o pH o6timo para a enzima in vitro se encontra préximo a neutralidade, como é
visto também para H*-PPases de outros organismos (MAESHIMA, 2000). A partir de

entéo todos os ensaios foram realizados em pH 7,5.

Para verificar a dependéncia do magnésio (cofator descrito como essencial para
todas as PPases descritas), realizamos ensaio enzimatico na auséncia de magnésio e na
presenca de concentracdes crescentes deste cation. A atividade da PPase de membrana
mostrou-se estritamente dependente de magneésio nas fracbes de membrana preparadas
a partir de ovos de R. prolixus (Figura 12). Com o objetivo de investigar a origem da
PPase presente nestas fracOes realizamos 0 mesmo ensaio a partir de preparacdes de
membrana produzidas utilizando ovarios de fémeas trés dias apos serem alimentadas.
Os resultados apresentados na Figura 12 sugerem que a enzima encontrada nos ovos
destes insetos seja produzida pela fémea e incorporada pelo ovocito em crescimento.
Em ambas as amostras a enzima foi incapaz de realizar a hidrélise de PPi na completa
auséncia de magnésio. Em concentracbes de MgCl, préximas a 500 uM pudemos

observar atividades maximas para as enzimas de ovario e ovo.
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Figura 11: Efeito do pH na hidroélise do PPi pelas PPases associadas a membrana de
ovos de R. prolixus: O meio de reacdo continha MgCl, 0,6 mM, KCI 100 mM, PPi 0,3
mM e tampGes especificos para cada pH a uma concentracdo de 50 mM. Para pH 5,0 e 5,5
foi utilizado HEPES como tampéo, para pH entre 6,0 e 7,5 foi usado MOPS-Tris e para pH
8,0 glicil-glicina.
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Figura 12: Efeito da concentracdo de magnésio na atividade da PPase associada a membra naadeo(\
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V.5. Efeito de Diferentes Inibidores na Hidrdlise de PPi em Fracdes de

Membrana de Ovos e Ovérios de R. prolixus

A hidrélise de PPi foi comprometida na presenca do cation divalente Ca®*, que
é um conhecido inibidor de PPases (Figura 13). Este ion, na maioria das vezes em
concentracdes bem acima da fisioldgica, compete com o Mg®* pela ligacéo ao PPi e
forma o complexo Ca-PPi que inibe a enzima (MAESHIMA, 2000). Tanto a enzima
presente nas fracbes de membrana dos ovos, como as de fracbes de ovdcitos, se
mostraram fortemente inibidas mesmo em presenca de pequenas concentracdes do

cation (95% de inibicdo em 0,1mM).

O fluoreto de sodio se mostrou bastante eficiente na inibicdo da PPase de R.
prolixus (Figura 14). Em nossas fracdes (de ovos e ovocitos) 0,5 mM de NaF foram
suficientes para abolir totalmente a atividade da enzima associada a membrana. Na
fracbes soluveis a hidrélise de PPi foi inibida apenas em concentracbes muito

superiores, proximas a 3,0 mM (dados ndo mostrados).

O imidodifosfato (IDP), molécula analoga ao PPi, foi utilizado em
concentracOes crescentes a fim de competir com o substrato da enzima pela ligagéo ao
seu sitio ativo (Figura 15). Através deste resultado podemos observar que 100 uM de
IDP inibiu 80% da atividade da enzima e concentra¢des superiores foram ainda mais

eficientes.
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Figura 13: Efeito do Ca*" na hidrélise de PPi pelas PPases associadas & membrana de
ovarios e ovos de R. prolixus: O meio padrdo continha MOPS-Tris 50 mM 7,5, MgCl, 0,6
mM, 1 KCI 100 mM e PPi 0,3 mM. A atividade méxima da enzima foi vista no controle,
sem inibidor (100%).
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0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
NaF, mM

Figura 14: Efeito do Fluoreto de Sddio na hidrdlise de PPi pelas PPases associadas a
membrana de ovarios e ovos de R. prolixus: O meio de reacdo padrdo continha MOPS-
Tris 50 mM pH 7,5, MgCl; 0,6 mM, KCI 100 mM e PPi 0,3 mM.
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Figura 15: Inibicdo competitiva da enzima realizada pela adigdo de concentragdes
crescentes de imidodifosfato (IDP) em fracdes de membrana de ovos de R. prolixus:
O meio de reagdo padrdo continha MOPS-Tris 50 mm pH 7,5, MgCl, 0,6 mM, KCI
100mM e PPi 0,3 mM. O controle foi realizado na auséncia de IDP.

* estatisticamente diferentes do controle (teste t P = 0,0979 e 0,0169)
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V.6. Determinacdo do pH 6timo para a atividade da enzima in vitro e verificacao

da dependéncia de magnésio para a atividade da enzima em P. americana

Devido a dificuldades técnicas encontradas na preparacdo de fracdes de
membrana utilizando ovos (ootecas) de P. americana, toda a caracterizacdo
bioguimica da enzima nesta espécie foi realizada a partir de fragdes de membranas de

ovocitos corionados, como descrito em Materiais e Métodos.

Como visto em amostras de R. prolixus a hidrolise de PPi em P. americana foi
maxima em pH neutro (Figura 16). Porém, diferente do que foi o