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Lista de abreviaturas

AAM — Solucéo de dosagem de Pi preparada com acetona,acido sulfarico e

molibdato de amonio na proporgéo de 2:1:1;

ADP — Adenosina 5’-difosfato;

AMP — Adenosina 5’-monofosfato;

ATP — Adenosina 5'-trifosfato;

ATPase — Adenosina trifosfatase;

BSA — Soro Albumina Bovino;

CAPS - Acido 3-(Ciclohexilamino)*-propanosulfonico;

CTP - Citidina 5’'-trifosfato;

DTT - Ditiotreitol;

EDTA — Acido etileno diamino tetra acético;

EGTA - Etileno glicol-bis(b-aminoetil éter);

EM — Microscopia eletronica;

GTP — Guanosina 5'-trifosfato;

HCCA - &cido o-ciano-4-hidroxicinnamico

kDa — unidade de massa molecular correspondente a 1000 Da (dalton);
KHC - Kinesin Heavy Chain (Cadeia pesada de cinesina);

KLC - Kinesin Light Chain (Cadeia leve de cinesina);

MAP — Microtubule Associated Protein (Proteina associada a microtabulos);

Mr — massa molecular relativa;



Pi — Ortofosfato Inorgéanico;

PMCA — Ca®*-ATPase de membrana plasmatica;
PPi — Pirofosfato;

PMCA — Ca?*-ATPase de membrana plasmatica;

Proteinas PDZ — Proteinas que possuem o dominio PDZ de 80 a 90
aminoacidos tipico de proteinas de sinalizacdo; PDZ: acrénimo para o
dominio comum de trés proteinas sinalizadoras, proteina de densidade
pos-sinaptica (PSD-95), proteinas supressora de grandes tumores do disco

de Drosophila (DIgA) e proteinas zonula occludens™ (zo™);
R? — coeficiente de linearidade de uma reta ou funcdo matematica;

Rf — mobilidade relativa de um polipeptideo em eletroforese, utilizado para

célculo da massa molecular relativa;
SDS-PAGE - Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS;
SERCA - Ca**-ATPase de reticulo sarcoplasmatico e endoplasmatico;

TMD — Dominio transmembrana das ATPases do tipo ABC, onde se liga o

substrato;

NBD - Dominio ligante de nucleotideos das ATPases do tipo ABC, onde liga e
hidrolisa o ATP;

SDS - Dodecil sulfato de sédio;
SERCA — Ca?*-ATPase de reticulo sarcoplasmatico;

TTP — Timidina 5’'-trifosfato.



Apresentacédo e Objetivo



Nosso laboratério tem se dedicado desde 2004 a estudar ATPases de
larvas de insetos, e recentemente obteve uma fracédo rica em atividade ATPase a
partir da fracdo particulada da larva de Pachymerus nucleorum, a qual deu
origem, neste intervalo, a duas dissertagcbes de mestrado e dois projetos de
doutorado. Neste trabalho utilizamos o método previamente descrito para
precipitagdo de miosina para precipitar ATPases a partir da fracéo soltvel de larva
de P. nucleorum, e estuda-las bioquimicamente.

No capitulo 1 trouxemos a fundamentacao tedrica deste trabalho com um
apanhado geral sobre ATPases. Para meios de organizagdo, as ATPases foram
subdivididas em ATPases de membrana e ATPases soluveis. As ATPases de
membrana foram ainda subdivididas de acordo com a sua divisdo cléssica:
ATPases do tipo P, V e F. Incluimos ainda a recente categoria das ATPases do
tipo ABC. Dentre as ATPases sollveis encontram-se aqui categorizadas as ecto-
ATPases e os chamados motores moleculares, ou seja, as cinesinas, as dineinas
e as miosinas.

No capitulo 2 temos uma visdo econ6mica da palmeira babacu e aspectos
da biologia de seu predador P. nucleorum. A palmeira babacu (Orbignya sp.) esta
presente em diversas regides do Brasil e de outros paises da América do sul e
seu fruto constitui importante matéria prima para producao de biodiesel e geracao
de energia elétrica através de sua biomassa, podendo criar milhares de empregos
e atuar ativamente na economia brasileira. Seu principal predador é o besouro P.
nucleorum, cujas larvas infestam os cocos e alimentam de suas améndoas. Este
inseto pertence a subfamilia Bruchinae, onde estdo varios outros predadores de
frutos de leguminosas, tratando-se de grandes pragas de grdos no Brasil e de
todo o mundo. O estudo da bioguimica de insetos € de extrema importancia para
contribuir para o desenvolvimento de técnicas de controle de sua proliferacao.

No capitulo 3 descrevemos a precipitagcdo de um polipeptideo com alta
atividade Ca?*-ATPase a partir da fracdo soltvel de larva de P. nucleorum. Este
polipeptideo possui Mr de cerca de 205 kDa (p205) e co-purifica com um
polipeptideo cuja Mr € similar a da actina (p43). Além da massa molecular similar
de p205, a estimulacéo da atividade Mg?*-ATPasica dessa fracdo por F-actina e
identificacdo por “Peptide Mass Fingerprinting” indica a presenca de cadeia

pesada de miosina. Além disso, este processo de precipitacdo do polipeptideo de



205 kDa foi anteriormente descrito para a precipitacdo de miosina V e Il de outros
tecidos como cérebro, testiculo e musculo esquelético.

O objetivo deste trabalho foi utilizar o método de congelamento e
descongelamento da fracdo sollvel para precipitar ATPases de larva de P.

nucleorum.



Capitulo 1: Fundamentacéao teorica - ATPases



1. ATPases

ATPases correspondem a um grupo de enzimas que utilizam ATP como
fonte de energia para realizacdo de algum tipo de trabalho celular, representado
muitas vezes pelo transporte de ions (Stahl e Baskin, 1990). Estas ATPases séo
geralmente dependentes do complexo formado pelo ATP com Mg* e Ca® e
estimuladas por outros cations como Na*, K*, H" e alguns anions como CI".

O estudo das ATPases levou ao conhecimento de muitas de suas
propriedades funcionais, fisicas e enzimaticas, que hoje sdo utilizadas para
auxiliar a identificacdo de outras ATPases, como por exemplo a divisdo em

ATPases de membrana e ATPases soluveis.

1.1 ATPases de membrana

As ATPases de membrana constituem ATPases que estdo inseridas em
estruturas membranosas da célula, caracterizadas como proteinas integrais de
membrana, e que geralmente utilizam a energia livre da hidrélise do ATP para
transportar ions através da membrana gerando gradientes eletroquimicos que
tornam possiveis processos como absorcdo, secrecdo, sinalizacao
transmembrana, transmissdo de impulso nervoso, acoplamento da excitagdo e
contragdo muscular, crescimento e diferenciacdo (Scarborough, 1999). Em 1987,
as ATPases de membrana foram classificadas com base em suas caracteristicas
mecanicas e estruturais, e designadas em quatro categorias: P, V, F e ABC
(Pedersen e Carafoli, 1987a; Pedersen e Carafoli, 1987b; Higgins, 1992).

1.1.1 ATPases do tipo P

As ATPases do tipo P (E1E,-ATPases) constituem uma grande familia de

ATPases translocadoras de ions com cerca de 80 membros de todas partes da

5



arvore evolucionaria (Scarborough, 1999) dividida em 5 subfamilias baseado em
homologia de sequéncia (tipos | a V) e 10 diferentes subtipos ou classes baseado

na especifidade da ATPase pelo ion substrato (Figura 1).

Ic

Figura 1: Arvore filogenética da familia de ATPases do tipo P

Subfamilias divididas de acordo com sua especificidade de ions. Os produtos dos
genes possuem cores de acordo com as espécies: verde para Arabidopsis
thaliana; laranja para Caenorhabditis elegans; cinza para Escherichia coli; azul
escuro para Homo sapiens; azul claro para Methanobacterium
thermoautotrophicum; amarelo para Methanococcus jannaschii; purpura para
Synechocystis; e vermelho para Saccharomyces cerevisiae. Asteriscos marcam
seqliéncias de genes mais proximas da Ca?*-ATPase de reticulo sarcoplasmatico
de mamiferos (ATP2A2; tipo 1IA), Na'/K*-ATPase de mamiferos (ATP1AL; tipo
IIC), H*-ATPase de fungos (PMA1; tipo IlIA), e Cu'-ATPase de mamiferos
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(ATP7B; tipo IB). Classificacdo de acordo com Axelsen e Palmgren (1998).
(Kuhlbrandt, 2004)

Essas ATPases sao fosforiladas na sua seqiéncia de reacdo ou
transporte e tém como caracteristica a formacdo de um estado intermediario
fosforilado (aspartil-fosfato) durante seu ciclo catalitico (Pedersen e Carafoli,
1987a). Esta fosforilagdo acontece em uma sequiéncia altamente conservada
(DKTG) na metade amino-terminal de sua subunidade catalitica (Scarborough,
1999).

Além do mecanismo de reagcdo em comum, as ATPases do tipo P
também possuem estruturas terciarias comparaveis, organizacdo topolégica de
membrana equivalente e diversos dominios altamente conservados (Lutsenko e
Kaplan, 1995). Dentre os membros desta familia estdo a Na'/K*-, Na'-, K*-, Ca**-
e H'-ATPase de membrana plasmatica e de reticulo sarcoplasmatico e
endoplasmatico (Stahl e Baskin, 1990). As ATPases desta familia sao inibidas por
vanadato e contém uma subunidade catalitica a de Mr de ~100 kDa (Pedersen e
Carafoli, 1987a).

A Na*-K*-ATPase foi provavelmente a primeira ATPase transportadora
descoberta, encontrada por Jens Skou em 1957 durante seus estudos sobre os
efeitos de anestésicos (Skou, 1957; Skou, 1998). Trata-se de uma proteina
integral de membrana encontrada em todos eucariotos superiores e responsavel
por manter gradientes ibnicos no sarcolema bombeando 3 Na* para fora e 2 K*
para dentro da célula utilizando o ATP como fonte de energia (Lingrel e
Kuntzweiler, 1994). A Na*-K*-ATPase possui trés subunidades diferentes (Figura
2), sendo uma a com cerca de 110 kDa, uma b altamente glicosilada de cerca de
50 kDa e uma g de aproximadamente 15 kDa (Skou e Esmann, 1992; Pressley,
1996). Os sitios de ligagdo para ATP, K*, Na* e glicosidios cardiacos residem na
subunidade a, mas € provado que a subunidade 3 é essencial para a atividade da
Na’-K*-ATPase e para a inibicdo por ouabaina (Emery et al., 1998). A atividade
ATPase da Na'-K'-ATPase geralmente é detectada na presenca de Na* 10 vezes
mais concentrado que K* (geralmente 140 mM de NaCl contra 14 mmol.L'* de
KCI) e concentracdes menores de Mg?* (geralmente 5 mmol.L™ — Hori et al.,
1982), e € inibida especificamente por glicosideos cardiacos como a ouabaina e a
digitonina (Wheeler e Whittam, 1962; Hansen, 1984; Lingrel e Kuntzweiler, 1994).

;
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Figura 2: Representacio esquematica da Na*-K*-ATPase

A Na'-K*-ATPase consiste em uma subunidade o catalitica e uma subunidade (3
que é requerida para a inser¢do da ATPase na membrana plasmatica. A Na*-K*-
ATPase usa a energia da hidrdlise de ATP para transportar Na* para fora da
célula e K* para dentro da célula. A figura esquematiza também o local de ligagdo
do inibidor especifico da Na'-K*-ATPase, ouabaina (em laranja). Adaptado de
Aperia (2007).

A Ca®*-ATPase é uma ATPase de membrana cuja funcdo é transportar
fons Ca?* através da membrana plasméatica (Empson et al., 2007) ou da
membrana de reticulo endoplasmatico e sarcoplasmatico (Periasamy et al., 2008),
estando relacionadas com processos regulatorios que vao desde a fertilizacdo até
a morte programada da célula (Strehler et al., 2007). A Ca®**-ATPase de reticulo
sarcoplasmatico (SERCA) tem o papel de recaptar o Ca?* liberado durante algum
tipo de estimulacdo, como a estimulagédo da contragdo muscular por exemplo, de
volta ao reticulo sarcoplasmatico. Além disso, sdo conhecidas trés isoformas:
SERCA1, 2 e 3 (Wu et al., 1995; Liu et al.,, 1997). As isoformas diferem
principalmente pela sua localizagdo, sendo que a SERCA1l esti presente
exclusivamente em musculo esquelético de contracdo rapida, enquanto a
isoforma SERCA2 é encontrada em todos tecidos e € mais abundante em tecidos
musculares de contracao lenta (Wuytack et al., 1992). A SERCA3 esta presente
em plaquetas, células linfoides, células endoteliais, timo, intestino e cerebelo,
onde também tem um papel importante na regulacéo de processos fisiol6gicos
onde o Ca?* possui papel fundamental (Liu et al., 1997; Martin et al., 2002). Sabe-

se que as isoformas 1 e 2 tém Mr de cerca de 110 kDa e a isoforma 3, cerca de



97 kDa (Bobe et al., 1994; Wu et al., 1995; Tupling et al., 2001; Lawson et al.,
2007). A atividade ATPase da Ca®"-ATPase de reticulo sarcoplasmatico e
endoplasmatico é inibida especificamente por tapsigargina, um sesquiterpeno
natural pertencente a familia das lactonas promotoras de tumores (Hakii et al.,
1986; Thastrup et al., 1990). A atividade da Ca®*-ATPase de reticulo
sarcoplasmatico de musculo cardiaco e esquelético, por exemplo, é inibida em
mais de 80% com 100 nmol.L™" de tapsigargina (Kijima et al., 1991; Lytton et al.,
1991).

A Ca**-ATPase de membrana plasmatica (PMCA) expulsa Ca* do citosol
contra seu gradiente de concentracdo (mantendo a concentracdo de Ca®*" bem
menor no citosol, cerca de 10”7 mol.L™") usando a energia derivada da hidrélise de
ATP (Carafoli, 1992). A Ca?*-ATPase de membrana plasmatica (bomba de Ca?")
possui por volta de 1200 residuos de aminoacidos e Mr calculado de
aproximadamente 125-140 kDa com extremidades N- e C-terminais intracelulares
(Figura 3), dez segmentos transmembrana e dois grandes loops citosolicos
(Verma et al., 1988; Greeb e Shull, 1989; Strehler et al., 2007). Em humanos e
outros mamiferos estudados séo conhecidos quatro isoformas (PMCAL, 2, 3 e 4)
que sdo codificadas por genes separados (Strehler et al., 2007). A bomba de Ca**
possui sua atividade dependente de Ca** e estimulada por calmodulina, e in vitro,
na auséncia de calmodulina, é estimulada por tratamentos como a exposicdo a
fosfolipideos (incluindo os derivados fosforilados do fosfatidil-inositol), por
tratamento controlado com proteases (tripsina ou calpaina) e por fosforilagdo por

proteina kinase A ou C (Carafoli, 1997).
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Figura 3: Esquema da PMCA

As regides transmembrana estdo numeradas (1'0) e mostradas como caixas
sombreadas. As extremidades N- (amino) e C- (carboxi) terminais estéo
marcadas, e a posicdo do loop catalitico esta indicada. Os sitios de splicing “A” e
“C” denotam regibes afetadas por splicing alternativos. Varias proteinas que
interagem com a PMCA s&@o mostradas esquematicamente proximas ao dominio
onde se ligam. AIPP, ATPase de interacdo com proteinas PDZ; MAGUK,
Guanilato cinase associada a membrana; NOS™, oxido nitrico sintase™; PISP,
proteina PDZ de interagdo com PMCA; RASSF1, dominio de associacdo a Ras
familia™. (Strehler et al., 2007)

Por sua vez, as H'-ATPases de membrana pertencem a familia das
ATPases do tipo P enquanto que as H*-ATPases vacuolares ou bombas de
prétons séo classificadas como ATPases do tipo V, uma vez que estas néo
formam intermediarios fosforilados como as do tipo P. As H-ATPases do tipo P
estdo presentes apenas em plantas e fungos e executam um papel eletrogénico,
bombeando prétons para fora das células e assim formando um potencial
negativo do lado de dentro, importante para a formagéo de floema, movimento de
estbmatos, captacdo de nutrientes pelas raizes e crescimento de pélos e tubos
polinicos (Palmgren, 2001). Diversas Na*-ATPases (também ATPases do tipo P)
tém sido descritas, principalmente em parasitos como Tripanosoma cruzi (Caruso-
Neves et al., 1998; lizumi et al., 2006), Entamoeba histolytica (De Souza et al.,
2007) e Leishmania amazonensis (De Almeida-Amaral et al., 2008). Esta ATPase

¢ importante para parasitos pois bombeia Na® para fora da célula como uma
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alternativa a Na'-K*-ATPase, permitindo a adaptacdo ao ambiente do hospedeiro
que muitas vezes possui concentracdes de Na* de cerca de 135-146 mmol.L™
(lizumi et al., 2006; De Almeida-Amaral et al., 2008). Esta ATPase é descrita
como insensivel a ouabaina, um inibidor especifico de Na'-K'-ATPases, e
sensivel a furosemida, um inibidor de outras ATPases e principio ativo de um
conhecido diurético sob o nome de Lasix® (De Souza et al., 2007; De Almeida-
Amaral et al., 2008). A H-K*-ATPase é outra ATPase do tipo P que realiza o
transporte de captacdo de K* pelas células em troca do efluxo de H* (Rhoden et
al.,, 1996). Esta ATPase foi primeiramente descrita em células parietais gastricas
(Sachs et al.,, 1976) e € responsavel pela secrecao acida gastrica no lumen
estomacal com consideravel habilidade para resistir a tais condicdes adversas
(Rhoden et al., 1996; Thangarajah et al., 2002). Similar a essa ATPase, outras
foram descritas em outros epitélios, por exemplo tdbulo coletor renal de
mamiferos (Wingo, 1989), epitélio de bexiga de anfibios (Jaisser et al., 1993) e
pneumdcitos do tipo Il (Kemp et al., 1994), com fun¢des que contribuem para a
regulacdo da absorcdo e reabsorcdo de K', acidificacdo urinaria e acidificagéo
alveolar. A H*-K*-ATPase possui atividade K*-ATPase estimulada por 10> M de
valinomicina e inibida por Zn** e F". Esta ATPase é isenta de atividade Mg**-, Na*-
, Cs™- e Li*-ATPase (Sachs et al., 1976).

Existem mais de 50 outras ATPases do tipo P que possuem pelo menos
trés caracteristicas em comum: estdo presentes em membranas bioldgicas,
hidrolizam ATP e transportam varias substancias através da membrana
(Pedersen, 2007), principalmente metais pesados (Cu®, Cu®, zn%*, Co®)
(Lutsenko e Kaplan, 1995; Williams e Mills, 2005; Arguello et al., 2007). Uma
consequéncia imediata a sua especificidade de metais e as similaridades
quimicas entre os metais de transicdo, é que certas bombas transportam também
substratos ndo fisiolégicos, como por exemplo, Cu*-ATPases que transportam

também Ag* e Zn®*-ATPases que transportam Cd** e Pb?* (Arguello et al., 2007).
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1.1.2 ATPases do tipo V

As ATPases do tipo V (V1Vo-ATPases) sdo responsaveis pelo transporte
de H" mas, diferente da H*-ATPase do tipo P, ndo forma intermediério fosforilado
(Stahl e Baskin, 1990). As ATPases do tipo V estdo associadas a propria
membrana plasmatica ou com estruturas membranosas intracelulares como
vacuolos, granulos secretorios, lisossomos e vesiculas (Stevens e Forgac, 1997).
As V-ATPases intracelulares estdo envolvidas na endocitose mediada por
receptores (Maxfield e Mcgraw, 2004), trafego intracelular (Peters et al., 2001;
Hiesinger et al., 2005), processamento e degradacdo de proteinas (Gu e
Gruenberg, 2000) e com a entrada de varios patégenos nas células, incluindo
virus como o influenza virus e toxinas como a toxina do anthrax (Gruenberg e Van
Der Goot, 2006; Abrami et al., 2004), enquanto que as V-ATPases de membrana
plasmatica tém papel importante na secre¢do de acido nos rins (Wagner et al.,
2004), na reabsorcdo Ossea pelos osteoclastos (Toyomura et al., 2003) e na

migracao de células tumorais e endoteliais (Sennoune et al., 2004).

¥ d |' [F) Citoplasma
s .

a8

il

Lumen

(===

2H*

Figura 4: Estrutura das ATPases do tipo V (V1Vo-ATPases)

A hidrélise do ATP pelo dominio periférico V1 (mostrado em amarelo) dirige o
transporte de prétons através do dominio integral Vo (mostrado em verde) do
citoplasma para o limen, operando por meio de um mecanismo rotacional. (Nishi
e Forgac, 2002)
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As H'-ATPases do tipo V compartiiham similaridades estruturais e
funcionais com as ATPases do tipo F e acredita-se que estejam presentes em
praticamente todas as células eucaridticas em estruturas como vesiculas
mediadas por clatrina, vesiculas sinapticas, endossomos, vesiculas de
estocagem, vesiculas de Golgi, vesiculas secretérias, lisossomos e vacuolo
central em plantas e fungos, mediando principalmente a acidificacdo de
compartimentos intracelulares e a captagéo de cations como Na*, Ca** e Cd** por
antiporte dirigido pelo transporte de H® (Dietz et al., 2001; Beyenbach e
Wieczorek, 2006). Sdo proteinas com até 14 diferentes subunidades que formam
duas estruturas maiores em forma de anel: um complexo V; (400-600 kDa) que
interage com ATP, ADP e Pi e contém oito subunidades, e um complexo integral
de membrana V, (150-350-kDa) que medeia o transporte de H* ou Na* e possui
seis subunidades, formando um total de aproximadamente 800 kDa (Beyenbach e
Wieczorek, 2006; Qi et al., 2007). V1 contém oito subunidades (A-H) organizadas
em uma cabeca hexamérica de subunidades que se ligam a nucleotideos (A e B)
e que esta ancorada ao dominio Vo por um cabo central e periférico. Vo contém
seis subunidades (a, c, c',c”, d, ) no qual as subunidades proteolipidicas (c, c', c")
formam um anel que se situa adjacente a subunidade “a” (Figura 4) (Qi et al.,
2007).

A atividade ATPase da H'-ATPase do tipo V, similar as ATPases do tipo
F, é dependente do complexo Mg®*-ATP e totalmente inibida por concentracdes
micromolares de N-etilmaleimida, apresentando ainda inibicdo por ADP (Graf et
al., 1996; Rengel, 2002; Kettner et al., 2003).

1.1.3 ATPases do tipo F

As ATPases do tipo F (F1Fo-ATPases), assim como as do tipo V, ndo
formam intermediarios fosforilados como as do tipo P mas sua atividade envolve
ligacdo com ATP e ADP por meio de um ciclo de mudangas conformacionais que
€ dirigido pela passagem de protons através da rotagdo de um rotor, atuando

como uma maquina sintetizadora de ATP ou como um transportador de prétons
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movido pela energia da hidrolise de ATP (Weber e Senior, 1997; Boyer, 1997;
Kinosita et al., 2004; Drory e Nelson, 2006).

A FiF,-ATPase (ou ATPase mitocondrial) € responsavel pela sintese de
ATP em membranas da mitocondria, cloroplastos ou bactérias e, € provavelmente
a proteina mais abundante de qualquer organismo, sendo capaz de sintetizar
guantidades que excedem o proprio peso do organismo em ATP por dia (Stahl e
Baskin, 1990; Dittrich et al., 2003). Esta ATPase, em bactérias e in vitro, utiliza a
energia da hidrolise do ATP para induzir o processo reverso, bombeando prétons
através da membrana, enquanto que em mitocdndrias e cloroplastos, em
condicdes fisiologicas, atuam essencialmente como uma ATP sintase (Weber e
Senior, 1997; Emery et al., 1998). Com oito diferentes subunidades, a F;Fo-
ATPase de E. coli representa o prototipo desta enzima, sendo que a unidade F; é
solavel e possui os sitios cataliticos, com cinco diferentes tipos de subunidades
sendo 3 a (55,3 kDa), 3 b (50,3 kDa), 1 g (31,6 kDa), 1 d (19,3 kDa) e 1 e (14,9
kDa). As subunidades a e b formam um hexamero onde as subunidades a s&o
nao-cataliticas e as b séo cataliticas, com o restante das subunidades da por¢céo
F1 formando o bastdo central da estrutura (Figura 5). Ja a unidade F, esta
ancorada na membrana e esti envolvida na translocacdo de protons, possuindo
trés tipos de subunidades sendo 1 a (30,3 kDa), 2 b (17,2 kDa) e 9 a 12 ¢ (8,3
kDa) (Walker et al., 1984; Boyer, 1997; Dittrich et al., 2003). A atividade ATPase
da FiF,-ATPase é dependente de Mgz+, fortemente inibida por fluoreto de
aluminio e fluoreto de sddio (Lunardi et al., 1988), por ADP (Vasilyeva et al., 1980;
Vasilyeva et al., 1982a) e por azida sodica (NaN3z) (Meyerhof e Ohlmeyer, 1952;
Myers e Slater, 1957; Vasilyeva et al., 1982b) e ainda é estimulada por varios
anions como HSeOs3’, HSOj3', cromato e malonato (Ebel e Lardy, 1975; Vasilyeva
et al., 1982b).
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Figura 5: Estrutura e funcédo de uma ATP-Sintase bacterial (Fi-Fo,-ATPase)

F1 (subunidades asBayed) e F, (subunidades abxcio's) sdo dois motores que
trocam energia por rotacéo acoplada. As subunidades rotacionais (yecio™'s) estdo
mostradas em azul, e as subunidades ancoradas na membrana e citoplasmaticas
(abo03B30) estdo mostradas em laranja e verde. Durante a sintese de ATP, ions
(laranja) passam através do motor F, do periplasma para o citoplasma induzindo a
rotacdo e habilitando o motor F; a sintetizar ATP (Dimroth et al., 2006).

1.1.4 ATPases do tipo ABC

Cerca de 20% dos genes identificados de E. coli estdo envolvidos com
transporte de membrana (Bachmann, 1990). A maioria dessas ATPases
relacionadas com transporte de membrana pertencem a maior e mais diversa
familia, as ATPases do tipo ABC, que tem recebido atencdo recentemente pois
estdo associadas com muitos processos biolégicos importantes, tanto em
procariotos quanto em eucariotos (Higgins, 1992; Linton, 2007). Estas ATPases
estdo implicadas também em processos clinicos como fibrose cistica (Tabcharani
et al., 1991; Mendoza e Thomas, 2007), apresentacdo de antigenos (Neumann et
al., 2002), resisténcia a drogas anti-cancer (Chang e Roth, 2001), desordens de
sangramento (Albrecht et al., 2005), e doencas nos olhos (Martinez-Mir et al.,
1998) e figado (Jacquemin, 2000). Tipicamente, os transportadores do tipo ABC
utilizam a energia da hidrolise do ATP para bombear substratos através da
membrana contra gradiente de concentragdo, entretanto a variedade de
substratos que sao transportados por diferentes transportadores é enorme:
transportadores do tipo ABC para aminoacidos (Mathiopoulos et al., 1991),
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acucares (Gilson et al., 1982; Smith et al., 1990), ions inorganicos (Zumft et al.,
1990), peptideos (Powis et al., 1992) e até mesmo proteinas (Kamijo et al., 1990)
tem sido identificados, sempre transportando seu substrato para um lado da
membrana (Higgins, 1992). A glicoproteina-P (P-gp), por exemplo, uma proteina
com massa total de cerca de 170 kDa, € um membro da familia das ATPases do
tipo ABC e pode conferir resisténcia multidrogas a células e tumores bombeando
drogas quimioterapeuticas do citoplasma para fora da célula (Loo e Clarke, 1995;
Rosenberg et al., 1997). O transportador ABCB10 (ABC-me) € outra ATPase do
tipo ABC, com cerca de 65 kDa, localizado na membrana mitocondrial interna e
envolvido na translocacao de precursores da biossintese de heme para dentro da
mitocrondria (Shirihai et al., 2000; Graf et al., 2004).

Esta grande classe de ATPases de transporte possui 0 nome de ABC
pois possuem uma seqiéncia caracteristica chamada “ATP Binding Cassete” que
consiste nos motivos “Walker” A e B e no motivo C que distingue esses
transportadores de outras proteinas ligantes de ATP (Higgins, 1992; Dean e
Annilo, 2005). Os transportadores ABC requerem o minimo de quatro dominios
(Figura 6), sendo dois transmembrana (TMDs) que formam os sitios ligantes do
substrato e provéem especificidade, e dois dominios ligantes de nucleotideos
(NBDs) onde se liga e hidrolisa o ATP para promover o transporte do ligante,
sendo os dominios NBDs homélogos e altamente conservados entre os diferentes
transportadores e onde estdo localizados varios motivos caracteristicos desses
transportadores (Dean e Annilo, 2005; Linton, 2007). Os dominios TMDs

geralmente nao sdo homélogos entre os diferentes transportadores (Linton, 2007).
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Figura 6: A estrutura minima dos transportadores ABC

Dois dominios transmembrana (TMD) se ligam ao ligante, enquanto que o
transporte € mediado pela ligacdo e hidrélise de ATP por dois dominios ligantes
de nucleotideos (NBD). O TMD de diferentes subfamilias de transportadores ABC

7

ndo sdo necessariamente homologos. O NBD € homologo nas diferentes
subfamilias. Cada NBD tem sete dominios altamente conservados.
(Linton, 2007)

1.2 ATPases soluveis

Existem também, diversas ATPases nado dependentes de membrana
(apesar de algumas ainda possuirem estruturas associadas a membranas) e ndo
envolvidas com fungdes de transporte através da membrana, ditas como ATPases

soluveis.

1.2.1 Apirases ou ATPases do tipo E

As ecto-ATPases ou apirases, muitas vezes chamadas de ATPases do
tipo E, possuem seu sitio catalitico exposto para o exterior da célula (mesmo
gquando associadas a membrana) e sdo responsaveis pelo metabolismo
extracelular do ATP (Venkstern e Engelgardt, 1955; Grinthal e Guidotti, 2000).

Estas ATPases estdo presentes em células de eucariotos e procariotos
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desempenhando papéis no metabolismo e sinalizacdo da célula, apresentando
baixa especificidade por substratos tri- e difosfonucleosideos (Komoszynski e
Wojtczak, 1996; Kukulski e Komoszynski, 2003). Outra caracteristica das apirases
€ a presenca de cinco dominios altamente conservados conhecidos como
“regibes conservadas de apirase”, abreviado como ACR1 até ACR5 e que séo
envolvidas no ciclo catalitico (Robson et al., 2006). Existem mais de 20 membros
destas ATPases em mamiferos (Robson et al., 2006) e outros descritos em
Toxoplasma gondii, Entamoeba histolytica, Tetrahymena thermophila, Leishmania
tropica, Leishmania amazonensis, Trypanosoma cruzi e Tritrichomonas foetus
(Meyer-Fernandes, 2002).

Apesar de também hidrolisarem a molécula de ATP, as ATPases dessa
familia sdo divididas em dois grupos de acordo com sua especifidade de
substrato, hidrolisando nucleotideos tri e difosfatos (ectonucleotideo-
difosfohidrolase ou ecto-ATPDase) ou apenas nucleotideos trifosfato
(ectonucleotideo-trifosfatase ou ecto-ATPase) (Plesner, 1995; Robson et al.,
2006). Outro ponto importante € que estas ATPases possuem fun¢des que nao
envolvem o uso da energia da hidrélise do ATP para execucao de algum tipo de
trabalho ou transporte de moléculas, estando relacionadas principalmente com a
sinalizacdo extracelular gerada pelos metabdlitos do ATP (Edwards e Gibb, 1993;
Kegel et al., 1997), agregacao plaquetaria (Marcus e Safier, 1993; Atkinson et al.,
2006) e regulacdo da integridade da membrana (Girolomoni et al., 1993). A
maioria das ecto-ATPases possuem apenas uma cadeia polipeptidica e séo
caracterizadas pela auséncia de grupos —SH livres, sendo que as apirases de
animais possuem entre 50 e 189 kDa (Komoszynski e Wojtczak, 1996;
Dombrowski et al., 1998).

Inicialmente detectou-se que a atividade enzimética das apirases €
inibida por agentes quelantes (Moodie et al., 1991), o que foi confirmado pela
dependéncia de sua atividade ATPase de cations bivalentes, geralmente Mg?* ou
ca? (Yagi et al., 1991; Picher et al., 1993; Christoforidis et al., 1995; Yi et al.,
1999). Esta atividade é também inibida pela presenca de diversos analogos do
ATP como adenosina 5'-[B,y-imido]trifosfato (AdoPP[NH]P), adenosina 5’-[B,y-
metileno]trifosfato = AdoPP[CH]P, adenosina 5'-[a,B-metileno]difosfato
AdoP[CH;]P e adenosina(5)pentafosfo(5’)-adenosina ApsA (Moodie et al., 1991).
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Detergentes que normalmente solubilizam proteinas ligadas a membrana, como
Triton X'00, também agem como inibidores da atividade enzimatica das ecto-
ATPases (Plesner, 1995). Finalmente, a azida € uma importante ferramenta para
distincdo entre as ecto-nucleotidases, uma vez que apenas as ecto-ATPDases
s&o inibidas por azida 10-20 mmol.L™" (Lebel et al., 1980; Picher et al., 1993;
Plesner, 1995).

1.2.2 Motores Moleculares

Outra familia de ATPases caracterizadas como soluveis sdo 0s
chamados motores moleculares que s&o conhecidos por hidrolisarem
nucleotideos como o ATP e utilizarem a energia liberada para execugdo de
movimento (trabalho) ao longo de filamentos do citoesqueleto (Schliwa e
Woehlke, 2003; Vale, 2003; Hirokawa e Takemura, 2005), onde destacam-se as
miosinas, as cinesinas e as dineinas. A distingdo entre essas familias de motores
moleculares é feita principalmente pelo citoesqueleto ao que estdo associados,
uma vez que miosinas utilizam apenas filamentos de actina para realizar
movimentos e cinesinas e dineinas utilizam microtabulos. A distingdo entre as
cinesinas e as dineinas é feita principalmente com base em sua estrutura, muito
distintas para estas duas familias de motores moleculares. Além disso,
originalmente, as cinesinas foram identificadas por realizar movimentos
direcionados a extremidade + dos microtibulos ou movimento anterégrado,
enquanto que dineinas por movimentos direcionados a extremidade — de
microtUbulos ou retrogrado, ainda que existam excecdes (Hirokawa e Takemura,
2005; O'Connell et al., 2007). No entanto hoje existem membros destas duas
familias que sdo responsaveis por movimentos contrarios aos identificados

originalmente.

1.2.2.1 Cinesinas

As cinesinas sao motores moleculares responsaveis principalmente

pelo transporte de organelas, proteinas complexas e mMRNA até destinos
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especificos ao longo de microtibulos utilizando a energia da hidrolise de ATP
(Hirokawa, 1998; Miki et al., 2005). E também conhecida sua participacdo no
movimento de cromossomos e do fuso mitético durante a divisdo celular (Sharp et
al., 2000).

A familia das cinesinas (Figura 7), com cerca de 14 classes
(Dagenbach e Endow, 2004; Miki et al., 2005), possui sua estrutura caracterizada
pela presenca de um dominio globular bem conservado de cerca de 360 residuos
gue contém o sitio catalitico e o sitio de ligagdo dos microtibulos (Hirokawa et al.,
1989; Miki et al., 2005). A maioria das cinesinas forma uma estrutura filamentosa
longa (Figura 8), com o dominio globular em uma extremidade (dominio cabecga) e
uma estrutura em forma de “ventilador”, que se associa a cadeias leves e interage
com moléculas que servirdo de carga, na outra extremidade (dominio cauda)
(Hirokawa et al., 1989; Mandelkow e Hoenger, 1999). A cinesina convencional
possui um total de cerca de 380 kDa com duas cadeias pesadas (KHC) de ~120
kDa e duas leves (KLC) de ~64 kDa (Vale et al., 1985; Brady, 1985; Schnapp et
al., 1985; Bloom et al., 1988). As diferentes familias sao diferenciadas com base
na estrutura da regido que fica entre o dominio globular e o corpo filamentoso,
conhecido como “pescogo”. Além disso, esta regido pescoco € também essencial
na determinacao da direcdo em que a cinesina se move ao longo do microttubulo
(direcdo + ou -) e na regulacéo de sua atividade (Endow e Waligora, 1998).

As cinesinas possuem atividade ATPase na presenca de Mg ou Ca®",
porém a atividade Ca*-ATPase é maior na auséncia de microtibulos e a
atividade Mg?*-ATPase é dependente da presenca de microtibulos (Kachar et al.,
1987). A atividade Mg?-ATPase das cinesinas é inibida por alta forca idnica
(Kachar et al., 1987) e concentracbes de vanadato maiores que 100 pmol.L™ e
ainda por NaF (Pratt, 1986; Cohn et al., 1987).
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Figura 7: Principais membros da superfamilia das cinesinas

(A) Representacdo esquematica das proteinas da superfamilia das cinesinas.
Dominios motores conservados estédo alinhados e de cor rosa. Em azul escuro e
vermelho estdo as regides especificas do pescoco tipo-N e tipo-C,
respectivamente. Retangulos amarelos indicam as regides pesco¢o e cauda
especificas do tipo-M. Outras regides conservadas estéo indicadas por retangulos
sélidos, faixas obliquas, ou xadrez, respectivamente, com diferentes cores. (B)
Esquerda: Painéis dos principais membros das cinesinas funcionando em
transporte de organelas, observado por eletro-microscopia de sombreamento
rotacional de baixo &ngulo. Barra de escala: 100 nm. Direita: llustracbes
esquematicas das mesmas cinesinas, baseadas nos estudos de eletro-
microscopia ou de analise de estruturas primarias (Hirokawa, 1998).

Figura 8: A cinesina convencional

Os dominios motores cataliticos s@o mostrados em azul, amplificadores
mecéanicos em azul claro, e os dominios cauda implicados na ligacao da carga
sdo mostrados em puarpura. As cadeias leves sdao mostradas em verde. (Vale,
2003)
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1.2.2.2 Dineinas

As dineinas sdo categorizadas em apenas duas grandes familias
chamadas dineinas axonemais e dineinas citoplasmaticas, separadas pela sua
localizagdo e funcdo, uma vez que as dineinas axonemais estdo envolvidas com o
batimento de cilios e flagelos fazendo parte da estrutura do axonema enquanto
que as citoplasmaticas realizam o transporte de vesiculas e outras particulas no
citoplasma, ambas utilizando microtibulos como trilhos (Gibbons, 1988; Hook e
Vallee, 2006). Todas as dineinas j4 estudadas sado proteinas com varias
subunidades (Figura 9), sendo geralmente de uma a trés cadeias pesadas com
mais de 500 kDa e formadas por duas estruturas proeminentes: um dominio N-
terminal de cerca de 160 kDa que forma a base da molécula, onde a maioria das
subunidades acessoérios se ligam, e um dominio motor de cerca de 380 kDa (Oiwa
e Sakakibara, 2005). As dineinas citoplasmaticas contém geralmente duas
cadeias pesadas formando homodimeros e diversas subunidades acessorias
como cadeias intermediarias, intermediarias leves e leves (Hook e Vallee, 2006).

In vitro, a dineina citoplasmatica sozinha €& capaz de promover o
movimento sobre microtubulos. Entretanto, dentro da célula, um segundo
complexo enzimético chamado dinactina é requerido para a maioria das fungdes
da dineina citoplasmatica (Figura 10). A dinactina € um complexo protéico grande
(1 MDa) com uma estrutura distinta composta por cerca de 11 subunidades
diferentes que variam de 22 a 150 kDa (Holleran et al., 1998; Levy e Holzbaur,
2006), dentre as quais a dinamitina é uma das mais importantes, e € responsavel
por mediar a interacdo entre a propria dineina e suas cargas, juntamente com a
diversidade de subunidades assessoérios (Vallee et al., 2004; Hook e Vallee,
2006).
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Figura 9: A dineina citoplasmatica

Os dominios motores cataliticos e amplificadores mecanicos sdo mostrados em
azul e azul claro, respectivamente. As cadeias leves sdo mostradas em verde.
(Vale, 2003)

Carga

Meurotrofinas
Meurofiamentos
Ribonucleoproteinas
Proteinas degradadas/
desenoveladas

Dinactina

Figura 10: A dineina citoplasmética e a dinactina

A dineina citoplasmatica e a dinactina sdo responsaveis pelo transporte axonal
retrégrado de neurotrofinas, neurofilamentos, ribonucleoproteinas e material
marcado para degradacao das regides distais dos neurénios, incluindo a sinapse,
para o corpo celular. Este transporte ocorre ao longo de microtabulos (MT) (Levy
e Holzbaur, 2006).

A dinefna citoplasmatica possui atividade Ca®*- e Mg**-ATPase, sendo
sua atividade Mg?*-ATPase inibida por vanadato em baixas concentracdes (570
pumol.L™) e por N-etilmaleimida (Shpetner et al., 1988). Apesar que somente a

hidrolise de ATP ser capaz de estimular a translocagdo de microtabulos in vitro
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(Paschal e Vallee, 1987), a dineina é capaz de hidrolisar GTP, CTP e TTP a uma
taxa maior do que a do ATP (Shpetner et al., 1988).

1.2.2.3 Miosinas

Descobertas como uma proteina globular de musculo (Edsall, 1930)
sabe-se hoje que as mais de 20 classes de miosina identificadas (Richards e
Cavalier-Smith, 2005; Foth et al., 2006) constituem uma enorme familia de
proteinas expressas em todos tecidos de eucariotos (Yamamoto et al., 1999;
Sokac e Bement, 2000; Steinberg, 2000; Richards e Cavalier-Smith, 2005)
responsaveis por fungdes dependentes do citoesqueleto de actina, como por
exemplo, citocinese (Uyeda e Nagasaki, 2004; Arden et al., 2007), transporte de
vesiculas secretorias e melanossomos (Varadi et al., 2005; Hume et al., 2006;
Holt et al., 2007), migragéo celular (Novak e Titus, 1997; Morin et al., 2008),
movimento vacuolar (Hill e Weisman, 1996; Mulvihill et al., 2001), adeséo celular
(Tuxworth et al., 2001; Titus, 2005), funcdo sensorial (Hasson et al., 1997; Brown
e Bridgman, 2004; Gillespie, 2004) e sinalizacéao celular (Mdiller et al., 1997; Cross
et al., 2004). As primeiras miosinas musculares identificadas e as por seguinte
encontradas em outros tecidos com semelhanca estrutural e funcional,
pertencentes a classe Il e sdo chamadas de “miosinas convencionais”. As
miosinas de todas outras classes sdo conhecidas como “ndo-convencionais” e
das cerca de 40 miosinas presentes em humanos (12 classes diferentes) 26 sdo
ndo-convencionais (Redowicz, 2007), havendo diversas doencas ligadas as
mutacdes nos genes de diferentes miosinas, como miopatias, cegueiras e perda
de audicao (Foth et al., 2006).

A cadeia pesada da maioria das miosinas possui trés regides distintas
(Figura 11): um motor N-terminal ou dominio cabeca que é responsavel pela
ligacdo e hidrélise do ATP; uma regido pesco¢o que contém uma ou mais copias
da sequéncia consenso “lQ-motif’, que tem o padrdo IQxXxXRGxxxRxxY, e é um
sitio potencial para a ligacdo das cadeias leves especificas de miosina
(calmodulina ou outros membros da familia de proteinas E-F) que geralmente sédo

pequenas, acidas e membros da familia de proteinas ligantes de Ca®"; e uma
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cauda C-terminal que é responsavel pela ligacdo da carga e dimerizacéo (Krendel

e Mooseker, 2005). Todas as classes identificadas sdo definidas com base na

comparacao da sequiéncia de seus dominios motores (O'Connell et al., 2007).

A
| Dictyostallum hiyoB {124 kDa) Mem Bind  SH3

| Vert. myosin 12 (119 kDa)

[ TR

Il art. skelatal muscle myosin Il (223 kDa)

Il DrosophilaninaC long (174 kDa)
C—

W Vert. myosin Va (212 kDa) o

W1 Vert. myosin VI (145 kDa)

VIl Vert. myosin Vila (250 kDa) ATHL
[ —l]EE

1 Vert. myosin IXb {230 kDa)

X Vert. myosin ¥ {~230 kDa) DY daraies MyTHE  FE

il

XV Vert. m*i'osln X\Va (395 kDa) B THL

v &
100 aminoacidos | = 1 Motivo 1Q

Figura 11: Familia das miosinas

L FEAM SHIMiTHL FIAM

Tefr haGin

mw

\..

>

.

-

- -

Wereer__owoe ::;_:n
T

e

Levoone

A: Estrutura das cadeias pesadas das principais classes de miosinas. B:
Representacdes esquematicas da estrutura das miosinas. As miosinas de classe
VI e VII podem existir em ambas as formas, diméricas e monomeéricas. (Krendel e

Mooseker, 2005)
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Figura 12: A miosina de classe V

Os dominios motores cataliticos s@o mostrados em azul, amplificadores
mecéanicos em azul claro, e os dominios cauda implicados na ligacao da carga
sdo mostrados em puarpura. As cadeias leves sdao mostradas em verde. (Vale,
2003)

Nas miosinas de classe V (Figura 12), o dominio cabega ou motor contém
0s sitios ligantes de actina e nucleotideo, seguido por um braco em a-hélice de 24
nm que € estabilizado pela ligacdo de seis moléculas de calmodulina (CaM) ou
cadeias leves relacionadas (Trybus, 2008). Este bragco amplifica pequenas
mudancas dependentes do nucleotideo que se originam no sitio ativo, permitindo
que “passos” mais largos ocorram apoés a hidrélise do ATP e dados bioquimicos
tém mostrado que na auséncia de Ca?*, calmodulina co-purifica (Larson et al.,
1988) e co-imunoprecipita (Brockerhoff et al., 1994) com miosina V. A regido
bastdo que se segue (cauda), contém regides em a-hélice intercaladas com
regides globulares que sdo responsaveis pela dimerizacdo da molécula (Trybus,
2008). A primeira destas regides globulares contém uma sequiéncia PEST (uma
sequéncia rica em residuos P, E, S e T) (Espreafico et al., 1992) que é associada
a alvos de protedlise por calpaina (Rogers et al., 1986).

A miosina V é um motor processivo, o que significa que é uma proteina
que da multiplos passos sem se dissociar da actina, e usa um mecanismo de
passos alternados (“hand-over-hand”) para mover-se 36 nm para frente (Yildiz et

al., 2003; Cappello et al., 2007). Todas as miosinas possuem sua atividade
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estimulada por actina, porém algumas caracteristicas as diferem entre si. As
miosinas do tipo I, por exemplo, possuem alta atividade Ca**-ATPase e K'/EDTA-
ATPase, se comparadas a atividade Mg”*-ATPase, e ndo possuem especificidade
de substrato, quebrando diversos nucleotideos trifosfato (Barylko et al., 1992). As
miosinas do tipo Il também possuem atividade K'/EDTA-ATPase (Maruta e Korn,
1977) e séo inibidas por vanadato (Goodno, 1979). As miosinas do tipo V
possuem alta atividade K'/EDTA-ATPase apenas na presenca de actina
(Nascimento et al., 1996), e sua atividade Mg?*-ATPase, na presenca de actina, é

estimulada por Ca* e por Ca**/Calmodulina (Espindola et al., 1992).

1.3 ATPases em insetos

Diversas ATPases foram identificadas em insetos e estdo diretamente
envolvidas com sua fisiologia. As larvas de Manduca sexta (um lepidGptero
predador do tabaco) possuem em seu aparelho digestivo uma ATPase cuja
imunoprecipitacdo apresenta pelo menos 9 polipeptideos e a atividade enzimatica
€ insensivel a ouabaina (Wieczorek, 1992). Esta ATPase foi identificada como
uma H*-ATPase do tipo V responsavel pelo transporte de prétons para dentro da
célula e pelo antiporte de K" para fora da célula (Wieczorek, 1992; Klein, 1992;
Wieczorek et al., 2000). Como o sistema digestério da maioria dos insetos nao
possui uma Na'-K*-ATPase, esta parece ser a Unica responsavel pela fluxo de
solutos neste epitélio (Harvey et al., 1983). Sabe-se, porém da presenca de Na'-
K*-ATPases no intestino de mosquitos (como Anopheles stephensi — Emery et al.,
1995) e em diversos tecidos de outros insetos como Drosophila melanogaster
(Lebovitz et al, 1989), Stomoxys calcitrans (Macvicker et al., 1994),
Ctenocephalides felis (Reeves e Yamanaka, 1993) e diversos outros, sendo
responsaveis principalmente pela manutencdo do potencial de repouso de tecidos
nervosos (Levenson, 1994) e outros O6rgdos sensitivos (como fotoreceptores —
Baumann et al., 1991; Jansonius, 1990) e também de musculo esquelético
(Fitzgerald et al., 1996). Em D. melanogaster ha apenas a expressao de uma
isoforma de Ca®"-ATPase de reticulo sarcoplasmatico (Magyar et al., 1995). A

SERCA de Drosophila possui atividade Ca** e Mg**-ATPase e é também sensivel
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a tapsigargina (Vazquez-Martinez et al., 2003). Trés transportadores do tipo ABC
estdo também descritos no proteoma de Drosophila, e sdo responsaveis pelo
transporte de guanina e triptofano nos olhos deste inseto (precursores para
formacé&o dos pigmentos oculares vermelhos e marrons) (Ewart et al., 1994; Ewart
e Howells, 1998).

Drosophila possui varios tipos de cinesinas que semelhante a mamiferos,
sao responsaveis pelo transporte anterégrado de diversos tipos de cargas (Saxton
et al.,, 1988; Endow e Hatsumi, 1991). A cinesina-73 é um exemplo de cinesina
expressa em Drosophila, amplamente distribuida nos periodos iniciais de
desenvolvimento embrionario que passa a estar restrita aos tecidos nervosos
durante as outras fases do desenvolvimento (Li et al., 1997). Estudos de Lupetti e
colaboradores em 1998, apontaram a presenca de dineinas em insetos, utilizando
microscopia eletronica para analisar a estrutura e mudangas conformacionais da
dineina axonemal de espermatozdide do diptero Monarthropalpus flavus.

As miosinas também fazem parte da fisiologia de insetos e de fato a
mosca de frutas (Drosophila melanogaster) possui 13 miosinas as quais
pertencem a oito classes (a recente Myo29D, GenBank n° de acesso AAF52683,
foi sugerida a pertencer a classe XX) (Tzolovsky et al., 2002; Foth et al., 2006)
com genes de trés miosinas da classe | (IA, IB e IC), duas da classe Il (uma
muscular e outra ndo-muscular), uma da classe Il (ninaC - o primeiro membro da
classe lll foi descoberto em Drosophila - Montell e Rubin, 1988), uma Unica
miosina da classe V, uma da classe VI (também o primeiro membro das miosinas
da classe VI - Kellerman e Miller, 1992), duas da classe VIl (VIIA e VIIB), uma da
classe XV, uma da XVIlII (PDZ) e a recente representante da classe XX,
classificada recentemente como uma nova classe de miosinas especificas de
insetos (Tzolovsky et al.,, 2002). Esta classe inclui ainda membros de D.
melanogaster, Drosophila pseudoobscura e do vetor do parasito da maléaria
Anopheles gambiae, todos tendo a caracteristica de possuir um Gnico motivo 1Q
bem conservado no dominio pescogo (Foth et al., 2006). Apesar do fato de que
grande parte dessas miosinas ainda n&o ter sido purificada e caracterizada
bioquimicamente, sabe-se que dentre suas fungbes estdo regulacdo da
morfologia celular (miosina VI — Lin et al.,, 2007), manutengcdo da estrutura de

borda-em-escova dos enterdcitos (miosina IB — Hegan et al., 2007), manutencgéo
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do arranjo celular e arquitetura epitelial (miosina Il ndo-muscular — Escudero et al.,
2007), desenvolvimento larval e diferenciagéo celular (miosina V — Mermall et al.,
2005; Li et al., 2007), sensorial (miosina VIIA — Todi et al., 2005) e movimentagao
das asas (miosina Il muscular — Kronert et al., 1995).
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1. Palmeira babacu

A palmeira babacu (Orbignya phalerata Martius, O. martiana Barbosa
Rodrigues, O. barbosiana Burret e O. oleifera Burret) € um dos principais recursos
oleiferos nativos do mundo e tem papel essencial na vida econdémica de milhares
de pessoas, principalmente, nas regides norte, nordeste e central do pais (Figura
1) (May et al.,, 1985). Atualmente, no Brasil, encontram-se vastos babaguais
espalhados ao sul da bacia amazénica, onde a floresta Umida cede lugar a
vegetacao tipica dos cerrados (Figura 2). S&o os Estados do Maranh&o, Piaui e
Tocantins que concentram as maiores extensdes de matas onde predominam o0s
babagus, formando, muitas vezes e espontaneamente, agrupamentos
homogéneos, bastante densos e escuros, tal a proximidade entre os grandes
coqueiros (Biodieselbr, 2008). Minas Gerais, na regido Sudeste, merece citacao
por ser o Unico estado fora das regifes citadas que possui area expressiva
coberta com babacu (EMBRAPA, 1984). O género Orbignya ocorre em outros
paises das Américas, do México para o sul onde se destacam os babacuais
Bolivianos presentes de Santa Cruz de La Sierra as fronteiras com os estados
brasileiros do Acre e Ronddnia (EMBRAPA, 1984).

O fruto inteiro da palmeira pesa de 40 a 450 gramas (Figura 3) e tem de 12
a 15% de seu peso total constituido pelo epicarpo (fibroso), cerca de 20% do peso
composto pelo mesocarpo, a maior parte (aproximadamente 60%) é constituida
pelo endocarpo e 6 a 8% composto pelas améndoas (May et al., 1985; Pinheiro e
Frazao, 1995; Baruque Filho et al., 2000). O principal produto extraido do babacu,
e que possui valor mercantil e industrial, sdo as améndoas contidas em seus
frutos. Estas améndoas estdo presentes em quantidade de 3 a 5 em cada fruto e
e concentram altos teores de Oleos e gorduras de aplicacdo alimenticia ou
industrial, principalmente para a producdo de 6leo cru e potencial producdo de
biodiesel (Lima et al., 2007). O coco babacu € coletado e quebrado de forma
manual em um sistema caseiro tradicional e de subsisténcia, e entdo segregado e
transportado por uma rede total que envolve quase 2 milhdes de pessoas, cobre
9,57 milhbes de hectares e tem um potencial de cerca de 10,6 bilhdes de
toneladas de frutos por ano (Teixeira e Carvalho, 2007).

O oOleo retirado das améndoas do babacu perfaz cerca de 60-70% de toda
améndoa (Salunkhe et al., 1992). Este 6leo retirado das améndoas € composto de
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ndo menos que oito diferentes acidos graxos, dos quais se destacam o acido
laurico (C12:0) com 44% do total de acidos graxos, o acido miristico (C14:0) com
17% e o &cido oléico (C18:1) com 14% (Lima et al., 2007). As améndoas
possuem também por volta de 23% de proteinas, com composi¢cao balanceada de
aminoacidos essenciais. Apés a retirada do 6leo, a massa protéica resultante
dessas améndoas € adequada para alimentacdo ou suplementacdo animal

(Salunkhe et al., 1992).
O babacu tem sido muito utilizado também em estudos que buscam atribuir

utilidade medicinal a esta planta, baseados na cultura da medicina popular, muito
utilizada nas regides norte e nordeste do Brasil. O babagu apresenta algumas
propriedades antiinflamatérias e analgésicas ja comprovadas (Silva e Parente,
2001), e tem seu uso popular indicado nos tratamentos de dores menstruais,
Ulceras, tumores, reumatismo, leucemia, constipacao intestinal, colite e obesidade
(Batista et al., 2006). Em um trabalho pioneiro, Moraes e colaboradores (1997)
estudaram o efeito do extrato hidroalc6olico de 72 plantas nativas do nordeste
brasileiro, encontrando 10 plantas com potencial para inibicdo tumoral, dentre elas
0 babagu com 59% de inibic&o de carcinoma de Ehrlich. Outros estudos recentes
buscam comprovar a acdo do babacu no auxilio da cicatrizagcdo do estdmago
(Batista et al., 2006), da bexiga (Ferreira et al., 2006), de célon (Baldez et al.,
2006), da pele (Amorin et al., 2006), da linha Alba (Brito Filho et al., 2006) e na
ativacdo de macrofagos (Nascimento et al., 2006).

Mesmo com baixa importancia econ6mica, todos 0s outros componentes
do babacu tém utilidade para a economia de subsisténcia de regides pobres do
Brasil. Suas folhas servem de matéria-prima para a fabricacdo de cestos,
peneiras, cercas, janelas, portas, armadilhas, gaiolas e como matéria-prima
fundamental na armagéo e cobertura de casas e abrigos. Das palmeiras jovens,
guando derrubadas, extrai-se o palmito e coleta-se uma seiva que, fermentada,
produz um vinho bastante apreciado nas regides norte e nordeste do Brasil
(Simmons, 1943; Biodieselbr, 2008). A casca do coco (endocarpo) possui
densidade de 1,27 g/cm3, muito alta comparada a outras espécies de madeira, e
baixo contetdo de enxofre, fazendo com que seja um substituto satisfatério na
producédo do carvdo usado na metalurgia (coque) que muitas vezes é produzido

de florestas nativas (Emmerich e Luengo, 1996).
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Figura 1: Foto da palmeira babacu

Palmeira imponente que pode atingir até 20 m de altura. Estipe caracteristico por
apresentar em seu apice restos das folhas velhas que ja cairam. Possui folhas
arqueadas de até 8 m de comprimento. Cada palmeira pode apresentar até seis
cachos, surgindo de janeiro a abril. Fonte: Site Biodieselbr (Biodieselbr, 2008)

Apesar da vasta extensdo de produtos da palmeira de babacu, nenhuma
atividade econdmica ligada ao babacu parece ser tdo prospectiva quanto a
producdo de biodiesel. O processo de transformacdo de Oleos vegetais no
chamado biodiesel (uma alternativa natural ao combustivel féssil diesel) envolve a
conversdo de triacilglicer6is em ésteres de metil ou etil através da
transesterificagcdo que reduz a massa molecular, reduz a viscosidade e aumenta a
volatilidade, produzindo 6leos com cerca de 101% de oxigénio (w/w) 6timos para
combustdo em motores (Barnwal e Sharma, 2005). O 6leo de babacu, devido a
sua composicdo predominantemente laurica, possui caracteristicas excelentes
para producdo de biodiesel. O contetudo de acido laurico facilita a reacéo de
transesterificacdo, pois o0s ésteres lauricos sdo compostos de cadeias
relativamente curtas frente a outras matérias primas do biodiesel, tornando a
interacdo mais eficaz e efetiva com o0 agente transesterificante e com o
catalisador, de modo a se obter um produto, biodiesel, de excelentes
caracteristicas fisico-quimicas para combustdo em motores (Lima et al., 2007). O
biodiesel de babacu possui uma das viscosidades cineméaticas mais proximas do
diesel fossil dentre os diversos biodieseis disponiveis, com um custo baixo em
relacdo a outros Oleos vegetais (Barnwal e Sharma, 2005). Em outubro de 2002, o
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Ministério da Ciéncia e Tecnologia do Brasil langou o Programa Brasileiro de
Desenvolvimento Tecnoldgico do Biodiesel (PROBIODIESEL) (Portaria no. 702 do
MCT, de 30 de outubro de 2002) que tem como objetivo fomentar a producgéo e
utilizacdo do biodiesel no Pais, de modo a se atingir sua viabilidade técnica,
sécio-ambiental e econémica, prevendo o uso comercial de misturas com 5% de
biodiesel e 95% de Oleo diesel (mistura B5), esperando-se para 2010 o aumento
da participacdo do biodiesel para 10% (B10) e até 2020 para 20% (B20) (Ramos
et al., 2003).
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Figura 2: Areas de babagcuais no Brasil

Os babacguais brasileiros (marcados em verde) concentram-se na regido
Nordeste, Norte e Centro Oeste, merecendo maior destaque a regido Nordeste
gue detém, atualmente, a maior producéo de améndoas. Adaptado de Anderson

e May, 1985.

O babacu se mostra bastante préspero também na geragcdo de energia
elétrica, uma vez que o governo federal brasileiro langcou recentemente o
PROINFA, programa brasileiro de incentivo as fontes alternativas de energia
elétrica, que visa o estimulo da producdo de energia elétrica através de meios
renovaveis em diversas regides do pais (Eletrobras, 2008). Esta producdo de
energia seria baseada na geragdo de vapor pela utilizagdo da biomassa do
babacu e podera gerar mais de 150 mil empregos diretos e indiretos. Somente na
regido Nordeste, a expectativa € de geracdo de mais de 40 mil empregos. O
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maior programa brasileiro de apoio ao desenvolvimento de fontes renovaveis,
PROINFA, deverad ter investimentos da ordem de R$ 9 bilhdes, com
financiamentos de cerca de R$ 7 bilhGes e receita anual em torno de R$ 2 bilhdes
(Eletrobréas, 2008 #382).

Epicarpo
Epicarpo
Mesocarpo
Endocarpo
Castanha

Mesocarpo

Endocarpo

Castanha

Figura 3: Esquema do fruto de babacu.

Imagem superior: estdo representados o0 epicarpo, mesocarpo, endocarpo e
castanhas, conforme indicado. (A) Seccado transversal do fruto. (B) Seccéo
longitudinal do fruto. Figura modificada de Emmerich e Luengo (1996). Imagem
inferior: exemplar de fruto de babacu (Orbignya sp.). O fruto foi seccionado e as
castanhas ndo estdo presentes. (A) Seccdo transversal do fruto. 1. Parte do
casulo que a larva tece apés se alimentar da castanha. 2. Orificio feito pelo
besouro adulto para sair do fruto. (B) Vista da parte anterior do fruto, que se liga
ao cacho. As setas indicam os orificios feitos pelos besouros. Adaptado de Cruz
(2006).

2. Pachymerus nucleorum (Coleoptera: Chrysomelidae:

Bruchinae)

A familia Bruchidae foi incluida na familia Chrysomelidae, como a
subfamilia Bruchinae, da ordem dos insetos que compreende o0s besouros
(Coleoptera). Os bruchineos sdo chamados “besouros de sementes”, pois séo
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conhecidos por seus habitos de atacarem sementes de legumes, sejam cultivados
ou selvagens e é considerada a maior praga de graos estocados no mundo,
estando presentes em todos continentes com exce¢do da Antartica (Southgate,
1979). Dos 64 géneros de bruchineos (cerca de 1700 espécies), 12 séo
encontrados predando sementes de palmeiras e constituem a tribo Pachymerini,
gue segundo compilacdes recentes possui pelo menos 20 espécies de besouros
0s quais predam as sementes de cerca de 100 espécies de palmeiras (Johnson et
al.,, 1995; Delobel et al., 1995; Ramos et al., 2001; Tuda, 2007). Além da oObvia
importancia econ6mica da predacdo do coco babacu e de outros grdos, ha
também uma preocupacédo crescente com a ecologia e manejo de areas aridas e
devastadas com a introducdo de espécies alternativas de arvores, uma vez que
sdo claros os efeitos deletérios desses predadores nas sementes dessas arvores
(Southgate, 1979).

Pachymerus nucleorum (Fabricius 1792) € um besouro (familia
Chrysomelidae, subfamilia Bruchinae) conhecido popularmente como “bicho-do-
coco” ou “cord”. O individuo adulto mede de 12 a 18 mm de comprimento, por 5 a
7 mm de largura, tem coloracdo cinzenta, élitros estriados, coxas posteriores
ovoéides e denteadas (Figura 4). Este besouro é predador do fruto de diversas
espécies de palmeiras, como o babacu (Orbygnia spp.), a macauba (Acrocomia),
0 coco da baia (Cocos), o dendé (Elaeis), a piacava (Attalea) e a gueiroba
(Syagrus) (Anderson e May, 1985; Gallo, 1988).

O ciclo de vida de P. nucleorum em sementes de A. arenaria (Figura 5),
muito semelhante ao encontrado para esse bruquineo em sementes de dendé,
licuri, piassava e babacu (Bondar, 1936; Bondar, 1953; Grenha et al., 2008),
comeca com as fémeas colocando os ovos na superficie dos frutos, e depois de
cerca de 10 dias, h& a ecloséo da larva e penetragdo na semente através dos
canais de seiva ou do hilo (poro funcional), onde esta se alimenta e desenvolve
(Grenha et al., 2008). A larva se alimenta fazendo movimentos circulares e ao
final do desenvolvimento ocupa praticamente todo o interior do endocarpo, onde
empupa fazendo uma espécie de casulo com restos de fezes e material oriundo
da alimentacdo, permanecendo neste estagio de pupa por aproximadamente um
més, emergindo em seguida (Grenha et al., 2008). Ainda existem informacgdes

limitadas sobre o seu ciclo de vida e taxas de predagdo e acredita-se que na
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maioria dos casos, 0s ovos de P. nucleorum séo colocados na superficie externa
do coco quando estes ja estdo no solo (Grenha et al., 2008).

P. nucleorum tem enorme importancia na ecologia do babagu, que possui
um numero médio de 3,1 améndoas por fruto. Estatisticas nas décadas de 80 e
90 apontaram que apesar deste inseto raramente comer todas as améndoas do
fruto, cerca de 70% dos frutos continha pelo menos uma castanha destruida por
esta larva, causando grande prejuizo na economia desta palmeira (May et al.,
1985; Fairman, 1992).

0,5 cm

Figura 4: Fotos da espécie Pachymerus nucleorum, fase larvar e adulta.
Imagem superior: exemplar de larva em estagio final de desenvolvimento, material
bioldgico utilizado neste trabalho. (A) Vista lateral da larva. (B) Vista ventral da
larva. Imagem inferior: exemplar adulto da espécie Pachymerus nucleorum. Um
bruguineo de 18 mm de comprimento e 7 mm de largura. (1) Vista lateral do
besouro. Verifica-se a cabe¢a achatada e coxas posteriores ovoides. (2) Vista
ventral do besouro. Evidencia-se a cabeca livre. (3) Vista dorsal do besouro.
Percebe-se o corpo ovalado, élitro estriado curto, deixando desprotegida a
extremidade do abdémen (pigidio). Rostro curto e antenas com 11 segmentos.
Adaptado de Cruz (2006).
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Figura 5: Ciclo de vida de Pachymerus nucleorum em sementes de A.
arenaria

Ovos (A); Larva madura (B); Pupa (C) e Adulto e orificio de saida do besouro no
coco maduro (D). (Grenha et al., 2008)
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Capitulo 3: Purificacdo e caracterizacdo de uma Ca*"
ATPase de larva de Pachymerus nucleorum (Fabricius)

(Coleoptera: Chrysomelidae: Bruchinae)
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1. RESUMO

Miosina pode ser precipitada pelo congelamento e descongelamento de fracao
solivel de diferentes tecidos de mamiferos. Nesse trabalho, o objetivo foi
precipitar ATPase similar & miosina a partir de fracdo soluvel de larva de P.
nucleorum. A fracdo solGvel foi congelada a -20 °C e descongelada apds 48
horas. O precipitado foi recuperado por centrifugacédo a 45.000 g x 40 minutos e
foi lavado sucessivamente com solugdo tampéo em pH 7,5 e 9,0. Posteriormente,
ATPase foi solubilizada pelo tratamento do precipitado com solugdo tampao pH
9,0 contendo 0,5 mol.L™ de NaCl. Os principais polipeptideos da fracdo ATPase
apresentaram Mr de 205 e 45 kDa. Essa fracdo expressou alta atividade Ca-
ATPase, mas n&do apresentou atividade Mg?*-ATPase e nem K*/EDTA-ATPase. A
atividade Ca**-ATPase ndo foi inibida por tapsigargina 140 p mmol.L™*, ouabaina
1,7 mmol.L? ou azida 1 mmol.LY. A atividade foi sensivelmente inibida por
magnésio, mas praticamente nao foi inibida por cobre ou zinco. A enzima nao
hidrolisou AMP e nem PPi e hidrolisou muito pouco ADP e GTP. Nesse trabalho,
foi isolado um polipeptideo de 205 kDa de larva de P. nucleorum, que co-purificou

com atividade Ca**-ATPase.

Palavras Chave: Purificacdo, ATPase, Larva, Pachymerus
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2. ABSTRACT

Myosin can be precipitated by freezing and thawing the soluble fraction of different
mammal tissues. In this work, the objective was to precipitate ATPase similar to
myosin starting from the soluble fraction of P. nucleorum larva. The soluble
fraction was frozen at -20 °C and thawed after 48 h and centrifuged at 45.000 g x
40 min. The precipitaded was recovered and successively washed with buffer
solution at pH 7.5 and 9.0. Later, ATPase was solubilized through the treatment of
the precipitate with buffer solution pH 9.0 containing 0.5 mmol.L™ NaCl. The main
peptides of the ATPase fraction presented Mr of 205 and 45 kDa. That fraction
expressed high Ca®*-ATPase activity, but it did not present or K'/EDTA-ATPase
activity. However, Mg?*-ATPase activity appears in the presence of F-actin, and
identification by PMF shows similarity of p205 with myosin heavy chain of
Tribolium castaneum. The Ca*-ATPase activity was not inhibited by 140 pmol.L™
thapsigargin, 1.7 mmol.L™* ouabain or 1 mmol.L™" azide, but was greatly inhibited
by magnesium. The enzyme did not hydrolyze AMP or PPi and only slightly
hydrolyze ADP and GTP. In this work, we isolated a polypeptide from 205 kDa of
P. nucleorum larvae that was co-purified with Ca?*-ATPase activity.

Keywords: Purification, ATPase, Larvae, Pachymerus
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3. INTRODUCAO

A palmeira babagu, Orbygnia spp, € um dos principais recursos
oleiferos nativos do mundo e tem um grande potencial na geragcéo de energia. A
propriedade do Oleo extraido de suas améndoas é Otima para a geracao de
biodiesel (Lima et al., 2007). Esta palmeira € encontrada em abundancia no
Brasil, em zonas de babacu do sudeste amazbnico, uma area que cobre 9,57
milhdes de hectares e tem um potencial estimado de 10,6 bilhdes de toneladas de
frutos por ano (Teixeira e Carvalho, 2007). Além da castanha, outras partes da
palmeira sdo usadas pela populacdo local e muitas familias dependem desses
produtos nas regides mais pobres do Brasil, onde a palmeira babagu tem um
papel muito importante na vida econdmica de milhares de pessoas (May et al.
1985).

Pachymerus nucleorum (Fabricius) é um besouro (familia
Chrysomelidae, subfamilia Bruchinae) predador do fruto de diversas espécies de
palmeiras, dentre as quais se destaca a palmeira babagu (Southgate, 1979). Na
zona do babacgu cerca de 70% dos frutos da palmeira tem pelo menos uma
castanha destruida pela larva desse inseto (Fairman, 1992). A compreenséo da
bioguimica e da biologia molecular de insetos pode ser de grande importancia
para controlar a populagéo desses organismos.

ATPases sdo enzimas que hidrolisam o ATP e utilizam a energia
liberada nesse processo para realizar algum tipo de trabalho celular (Kaplan,
2002; Stokes e Green, 2003; Krendel e Mooseker, 2005; Hirokawa e Takemura,
2005). Algumas ATPases sao alvos de inseticidas (Soderlund e Bloomquist, 1989;
Blasiak, 1996; Kakko e al., 2003; Ping e al., 2004). O difenil-2-penten-1one, um
inseticida natural extraido de Stellera chamaejasme, por exemplo, inibe de
maneira relativamente especifica Ca®’/Mg”*-ATPase de membrana plasmatica de
inseto (Ping et al., 2004). Outras ATPases como Na'/K*-ATPase, Mg?-ATPase e
Ca?*-ATPase, embora menos sensiveis, também sdo inibidas pelo difenil-2-
penten-lone. Portanto, a caracterizacdo de ATPases de insetos pode auxiliar no
controle de sua proliferacao.

Atividade ATPase foi obtida tanto a partir de fracao solivel como de
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fracdo particulada de larva de P. nucleorum (Cruz e Coelho 2006, manuscrito
submetido; Dias e Coelho, 2007a; Lacerda e Coelho, 2008). A ATPase isolada a
partir de fracdo particulada expressou alta atividade Ca**-ATPase e foi
sensivelmente inibida por magnésio, cobre e zinco (Cruz e Coelho, 2006,
manuscrito submetido; Dias e Coelho, 2007a). Por outro lado, a enzima obtida a
partir de frac&o sollvel de larva de P. nucleorum apresentou alta atividade Mg?*-
ATPase e um dos principais polipeptideos dessa fracdo apresentou Mr similar a
cadeia pesada de miosina Il e V (Lacerda e Coelho, 2006). Miosina € uma
ATPase que participa do processo de contragdo muscular e diversos outros
processos de motilidade celular (Trybus, 2008). A miosina do tipo Il esta envolvida
no processo de celularizagdo e das primeiras citocineses apos a celularizacédo de
embrides de Drosophila (Royou et al., 2004), enquanto que a miosina do tipo V é
fundamental para o desenvolvimento larval e individualizacdo de espermatides
(Mermall et al., 2005). Miosinas podem ser precipitadas pelo congelamento de
fracdo sollvel de cérebro (Soares Melo e Coelho, 2007), testiculo e musculo
esquelético (Dias e Coelho, 2007b) e as fracGes precipitadas exibem alta
atividade ATPase indicando que o procedimento de congelamento e
descongelamento ndo destréi tal atividade. O objetivo desse trabalho foi usar o
método de congelamento para precipitar ATPase a partir de fracdo sollvel de

larva de P. nucleorum.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Preparacéo de ATPase soluvel de larva de Pachymerus
nucleorum (Fabricius)

Cerca de 8 a 10 larvas (total de 6-7 g) foram removidas dos frutos da
palmeira babacu, lavadas com agua Milli-Q e imediatamente dissecadas para a
extracdo do sistema digestério. Os tecidos restantes foram entédo
homogeneizados (0,1 g/mL) em tamp&o de extracao (imidazol 50 mmol.L™* pH 7,5,

sacarose 250 mmol.L*, EDTA 10 mmol.L™*, EGTA 10 mmol.L™?, B-mercaptoetanol
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2 mmol.L™, aprotinina 2 pg/mL e benzamidina 1 mmol.L'") com homogeneizador
elétrico e em seguida com homogeneizador tipo potter. Este homogeneizado foi,
entdo, centrifugado a 45.000g por 30 minutos e a fracdo sobrenadante (S1) foi
recuperada vertendo o tubo em uma proveta graduada para medir o volume. A
fragdo S1 foi congelada em freezer a -20 °C e a fracdo P1 descartada. Apés pelo
menos 48 horas, a fracdo S1 foi descongelada em banho a 27 °C e centrifugada a
45.000g x 40 minutos. A fracdo P2 foi homogeneizada em 10 mL de tampao
Imidazol-HCI 20 mmol.L™" pH 8,0 contendo EDTA 1 mmol.L" e DTT 0,1 mmol.L™" e
centrifugada a 45.000 g x 40 minutos. A fragéo P3 foi homogeneizada em 5 mL de
tamp&o CAPS 10 mmol.L™ pH 9,0 contendo EDTA 1 mmol.L* e DTT 0,1 mmol.L™
e centrifugada a 45.000 g x 40 minutos. A fragdo P4 foi homogeneizada com o
mesmo tampédo de P3, porém contendo 500 mmol.L! de NaCl, sendo novamente
centrifugada a 45.000 g x 40 minutos. A fracdo P5 foi homogeneizada com o
mesmo tampao de P3 para fins de andlise. As centrifugacdes foram realizadas a 4

°C e as homogeneizacgdes foram feitas em banho de gelo.

4.2 Determinacao de Atividade ATPase

A atividade ATPase foi determinada pela quantificagdo do fosfato
inorgéanico (Pi) liberado pela hidrélise de ATP usando o método colorimétrico de
Heinonen e Lahtti (1981). Os ensaios foram feitos a 37 °C em duplicatas, o
volume final do meio de reacao foi de 200 uL e a leitura da absorbancia foi feita
em 355 nm. Meios de reacdo usados: Ca®* ou Mg?-ATPase (Imidazol-HCI 25
mmol.L™* pH 7,5, DTT 1 mmol.L", EDTA 1 mmol.L™, KCI 60 mmol.L™ e CaCl ou
MgCl 4 mmol.L™") e K'/EDTA-ATPase (Imidazol-HCl 25 mmol.L™* pH 7,5, EDTA 2
mmol.L™", DTT 1 mmol.L™* e KCI 60 ou 600 mmol.L™).

4.3 Dosagem de Proteinas

A concentracdo de proteinas nas frac6es foi determinada pelo método
de Bradford (Bradford, 1976) usando como padrdo BSA (albumina de soro
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bovino). Aliquotas das respectivas fracdes foram previamente diluidas para 100
pL com agua deionizada e, posteriormente, foram adicionados 3 mL de Reagente

de Bradford. As dosagens foram feitas em duplicatas.

4.4 Analise do perfil de polipeptideos (SDS-PAGE)

O perfil de polipeptideos das fracdes foi analisado por eletroforese em
gel de poliacrilamida com dodecil-sulfato de sédio (SDS-PAGE) usando géis em
gradiente linear de 5 a 24%, empregando o método descrito por Laemmli e Favre

(1973) e o sistema de placas descrito por Studier (1973).

4.5 Identificacdo de P205 e P43 por “Peptide Mass Fingerprinting”
(PMF)

As bandas ou “spots” correspondentes a P205 e P43 foram cortados de
diversos géis e descorados por 15 minutos com solugdo recém-preparada de
ferricianeto de potassio 15 mM e tiossulfato de sédio 50 mM (Gharahdaghi et al.
1999). Os pedacos de gel foram enxaguados varias vezes com agua para parar a
reacdo, lavados alternadamente por 10 minutos com agua e acetonitrila e depois
secos usando sublimador Speed Vac (Savant). Os géis foram hidratados
novamente em NH4HCO3; 50 mM, CaCl, 5 mM contendo 12,5 ng/uL de tripsina
modificada (Promega, Madison, WI, EUA) e incubados a 37 °C até o dia seguinte.
Os peptideos tripticos foram extraidos duas vezes com 40 pL de solugéo
acetonitrila/agua/TFA (66:33:0,1) em sonicador por 10 minutos. Os produtos de
protedlise foram dessalinizados e concentrados usando ZipTips® Cis (Millipore,
Billerica, MA, EUA).

Peptideos tripticos eluidos do gel foram misturados com solugdo de matriz
recém-preparada (HCCA 20 ug/uL), dissolvida em acetonitrila 50% contendo TFA
0,1%. A mistura foi colocada sobre uma placa de aco polido MTP 384 (Bruker
Daltonics) e deixada secar ao ar. As massas das amostras foram analisadas
usando um espectrometro de massa Autoflex Il MALDI-TOF/TOF (Bruker
Daltonics). A calibracéo externa foi realizada usando um “kit” de peptideos padréo

fornecido por Bruker Daltonics.
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Espectros de massa de peptideos foram gerados usando o programa
FlexControl v. 2.4 (Bruker Daltonics) e os programas FlexAnalysis v. 2.4 e
BioTools v. 3.0 (Bruker Daltonics) foram usados para criar e editar a lista de picos
a partir dos espectros obtidos. As massas monoisotopicas dos peptideos tripticos
foram usadas para identificar as proteinas por “Peptide Mass Fingerprinting”
(PMF), utilizando o programa “on-line” Mascot, www.matrixscience.com, (Perkins,
Pappin et al.,, 1999). Foram feitas buscas contra o banco de dados NCBInr
20080924 de proteinas ndo-redundante do “National Center for Biotechnology
Information”, NCBI (Bethesda, EUA).

A tolerancia de massa estabelecida para os peptideos foi entre 0,1 e 0,25
Da e nenhuma restricdo foi imposta para a massa molecular da proteina ou para
linhagem filogenética. Estabeleceu-se como modificagcédo variavel a oxidacao de
metionina, e propionamidacdo de cisteina (alquilagdo com acrilamida) como
modificacao fixa. Os sitios de clivagem perdidos foram estabelecidos como zero
ou, no maximo, um. Identidades foram consideradas significativas se o escore da
proteina ultrapassasse o limiar calculado pelo programa Mascot, assumindo valor
de p <0,05.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A maior parte tanto da atividade Mg**-ATPase como da Ca”**-ATPase
presente no homogeneizado apareceu na fracdo particulada (fracdo P1),
enguanto que apenas uma pequena parte dessas atividades apareceu na fracéo
solvel (fracdo S1) sendo que a atividade Mg?*-ATPase dessa frac&o foi superior
a atividade Ca?*-ATPase (Fig. 1). As atividades Ca?*- e Mg®*-ATPase da fracéo
S1 corresponderam a, respectivamente, 6,6 e 34,7% dessas atividades na fracao
P1 (Fig. 1). O congelamento/descongelamento da fragdo S1 gerou um precipitado
(fracdo P2), que contém menos de 5% das proteinas da fragcdo S1, mas
apresentou atividade Ca**-ATPase até 100 vezes superior a da fragdo S1 (Fig. 2).
Observa-se também na figura 2, que a atividade Mg?*-ATPase da fragéo S1 foi
totalmente recuperada na fragdo S2. Portanto, o0 congelamento e

descongelamento da fracdo S1 separaram as atividades Mg®- e Ca?-ATPase e

73



enriqueceu a atividade Ca®*-ATPase na fracdo P2. Enquanto as atividades
especificas ca”- e Mgz+—ATPase da fragcdo S1 foram, respectivamente, 1,2 e
18,2 nmols Pi/mg prot./min, as atividade Ca®*- e Mg®*-ATPase da fracdo P2
foram, respectivamente, de 96 e 0 nmols Pi/mg prot./min (Fig. 2). Apés lavar a
fracdo P2, menos de 40% das proteinas foram recuperadas na fracdo precipitada,
mas a maioria da atividade Ca**-ATPase total de P2 foi recuperada nesta fracdo e
apenas uma pequena parte da atividade Ca®*-ATPase total foi solubilizada nesse
passo (dados ndo mostrados). Os principais polipeptideos da fracdo P3
apresentaram Mr de aproximadamente 205 (P205), 57 (P57) e 45 (P45) kDa (Fig.
3). O tratamento da fragdo P3 com tampéao CAPS pH 9,0 solubilizou a maioria dos
polipeptideos de 57 e 45 kDa, que provavelmente ndo estdo relacionados com a
atividade ATPase, pois essa atividade foi recuperada totalmente na fracdo P4
(dados ndo mostrados). P205 € o principal polipeptideo da fracdo P4, mas os
polipeptideos de 57 e 45 kDa também aparecem nesta fracéo. A atividade Ca?*-
ATPase foi solubilizada com o tratamento da fracdo P4 com tamp&o CAPS pH 9,0
contendo 0,5 mol.L™* de NaCl e o polipeptideo de alto peso molecular (205 kDa)
co-purificou com a atividade Ca®*-ATPase (Figura 3 e Figura 5). Esse polipeptideo
tem Mr similar & cadeia pesada de miosina Il e V e estas miosinas podem ser
precipitadas pelo congelamento da fracdo solUvel de diferentes tecidos (Soares
Melo e Coelho, 2007; Dias e Coelho, 2007b). Além do polipeptideo de 205 kDa, a
fracdo S5 também possui um polipeptideo com Mr similar & da actina, 45 kDa, e
outro de 145 kDa (Figura 3). A actina constitui os microfilamentos e é conhecida
para purificar junto com miosina (Warrick e Spudich, 1987; Korn e Hammer,
1988).
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Figura 1: Atividade Ca*" e Mg?*-ATPase das fragées homogeneizada, soltvel
e particulada de larva de P. nucleorum

Cerca de 82 pg de homogeneizado, 25 pg de S1 e 54 pg de P1 foram incubados
a 37°C por 20 min em meio de reac&o | (imidazol-HCI 25 mmol.L™ pH 8.0, DTT 1
mmol.L™", EDTA 1 mmol.L*, KCI 60 mmol.L™") contendo CaCl, 4 mmol.L™* (A) ou
MgCl, 4 mmol.L™" (B). A reacdo foi iniciada pela adicdo de ATP 1 mmol.L™" e
interrompida com 2 mL de solugdo de dosagem de fosfato. As barras indicam erro
padrao calculado para 3 preparacdes distintas.
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Figura 2: Separacdo da atividade Ca?* e Mg?*-ATPase de S1 de larva de P.
nucleorum por congelamento/descongelamento

Cerca de 25 ug de S1, 23 ug de S2 e 11 pg de P2 foram incubados a 37°C por 20
min em meio de reacdo | (imidazol-HCI 25 mmol.L™* pH 8.0, DTT 1 mmol.L™,
EDTA 1 mmol.L™*, KCI 60 mmol.L™") contendo CaCl, 4 mmol.L™* (A) ou MgCl, 4
mmol.L™ (B). A reacéo foi iniciada pela adicdo de ATP 1 mmol.L™* e interrompida
com 2 mL de solugcdo de dosagem de fosfato. As barras indicam erro padréo
calculado para 3 preparacgdes distintas.
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Figura 3: SDS-PAGE da purificacdo da Ca?*-ATPase de fracdo solGvel de
larva de P. nucleorum

Aproximadamente 10 ug de S1 e S2, 5 ug de P2, S3 e P3, 2 ug de S4 e 5 ug de
P4, S5 e P5 foram aplicados em gel de poliacrilamida 5-24%. (M) Padrédo de
massa molecular: miosina, [-galactosidase, fosforilase b, albumina bovina,
ovalbumina e anidrase carbdnica. O gel foi corado com coomassie blue R-250.

P205 analisado por Matrix assisted laser desorption ionization time-of-flight
mass spectrometry (MALDI-TOF-MS), apontou 31 peptidios (16% da seqiéncia
total) correspondentes a cadeia pesada de miosina CG17927-PF isoform 2, 3 ou 5
(GenBank accession Gl 189239935) de Tribolium castaneum, de um total de 59
peptideos gerados pela digestao com tripsina (Figura 4). P205 apresentou valores
preditos de massa molecular e Pi de 224.781 kDa and 5.72 respectivamente
(Tabela 1). A analise de P43 por sua vez apontou que de um total de 55
peptideos gerados pela digestdo com tripsina identificados, 19 corresponderam a

actina-87E isoform 1 (GenBank accession Gl 91078486) de Tribolium castaneum,
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representando cerca de 44% da sequéncia total. P43 apresentou valores preditos

de massa molecular e Pi de 42.256 kDa and 5.29 respectivamente (Tabela 1).
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Figura 4: Peptideos de p205 pareados em sua identificacao

A sequencia coberta pela identificagdo de P205 similar a cadeia pesada de
miosina CG17927-PF isoforma 2 de Tribolum castaneum (GenBank
G1189239935). Os peptideos pareados estdo marcados em negrito (vermelho).

A fracdo S5 obtida a partir de larva de P. nucleorum ndo expressou
atividade Mg*-ATPase e nem atividade na auséncia de cétions bivalentes e
presenca de alta concentracdo de sal, conhecida como atividade K'/EDTA-
ATPase (Figura 6). Esta é uma atividade ndo fisiologica, mas importante para
identificar membros da familia das miosinas, pois outras ATPases nao

apresentam esse tipo de atividade. A falta de atividade K'/EDTA-ATPase ndo
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permite afirmar que P205 n&do pertence a familia das miosinas. E sabido que
vérios tecidos, apesar de possuirem membros da familia das miosinas,
apresentam nivel baixo ou ausente de atividade K'/EDTA-ATPase (Ostlund et al.,
1978). Apesar da atividade ATPase de miosinas ser considerada sensivel ao
congelamento, a baixa atividade K'/EDTA-ATPase observada aqui parece ser
uma caracteristica de miosina de larva de Pachymerus nucleorum, pois miosina Il
de musculo esquelético obtida pelo método de congelamento apresentou alta
atividade K'/EDTA-ATPase (Dias e Coelho, 2007b). Miosina Il de testiculo
também n&o apresenta atividade K'/EDTA-ATPase (Dias e Coelho, 2007b) e é
importante mencionar que algumas preparacdes de miosina V também nao
apresentam atividade K'/EDTA-ATPase (Larson et al., 1990; Espindola et al.,
1992). Com a adicéo de F-actina a fracdo S5 apresentou atividade Mg**-ATPase
referente a uma estimulacéo de cerca de 300 %, fato consistente com a presenca
de miosina nessa fracdo (Figura 7). Esta atividade também é importante para
indentificacdo de miosinas, uma vez que € caracteristica das miosinas
apresentarem sua atividade Mg**-ATPase estimulada por F-actina (Espindola et
al., 1992; Cheney et al., 1993).

Tabela 1: Bandas de proteinas analisadas por MALDI-TOF MS e identificadas por
buscas no banco de dados de proteinas ndo-redundantes NCBI usando Mascot.

Banda Mr (SDS- Proteina Organismo/  Escore Peptideos Cobertura Mr
PAGE) identificada ID da proteina Mascot  pareados (%) (MALDI-
kDa TOF-
MS) kDa
P205 211.882 cadeia pesada Tribolium 133 31 16 224.781
de miosina castaneum /
CG17927-PF 0i[189239935
isoform 2
P43 42.603 actina-87E Tribolium 200 19 44 42.256
isoform 1 castaneum /
0i|91078486

As bandas do SDS-PAGE (p205 e p43) foram cortadas, e em seguida digeridas e
dessalinizadas usando tripsina e cromatografia liquida respectivamente. Os
fragmentos proteolizados foram analizados por Matrix assisted laser desorption
ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) na Universidade de
Brasilia — UnB. O servidor Mascot v2.2 foi aplicado para identificacdo dos
peptideos e as buscas feitas no banco de dados NCBInr 20080924.
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Figura 5: Solubilizag&o da atividade Ca®*-ATPase de P4 de larva de P.

nucleorum

Cerca de 7,5 pug de P4, 5,2 ug de S5 e 6,3 pg de P5 foram incubados a 37°C por
20 min em meio de reacéo | (imidazol-HCl 25 mmol.L™ pH 8,0, DTT 1 mmol.L™,
EDTA 1 mmol.L™", KCI 60 mmol.L'") contendo CaCl, 4 mmol.L™". A reacéo foi
iniciada pela adicdo de ATP 1 mmol.L™ e interrompida com 2 mL de solugéo de
dosagem de fosfato. As barras indicam erro padréo calculado para 3 preparagdes
distintas.

O polipeptideo de 205 kDa da fragdo S5, também, ndo foi reconhecido
por anticorpos policlonais gerados contra, respectivamente, miosina Il e V de
cérebro de rato (dados ndo mostrados). A falta de reatividade a esses anticorpos
também ndo descarta que P205 seja um membro da familia das miosinas, pois
esses anticorpos foram gerados contra miosinas de mamiferos e podem n&o
reconhecer miosinas de insetos, pois sdo organismos filogeneticamente distantes.
Vale ressaltar, também, que existem cerca de 20 classes de miosinas sendo que
cada classe possui varios membros (Richards e Cavalier-Smith, 2005; Foth et al.,
2006) e, que um determinado membro dessa familia pode nao ser reconhecido

por anticorpos gerados contra outras miosinas.

79



1004

80+

60

Atividade ATPasica (%)

0 —

] ] ] ]
Cgq3+ Mqg2+ K* K*
g 600”’)/\4 60'77/\4

Figura 6: Atividades Ca?*, Mg®* e K*-EDTA-ATPase de S5

Cerca de 2 pg de S5 foram incubados a 37°C por 20 min em meio de reagéo |
(imidazol-HCI 25 mmol.L™* pH 8.0, DTT 1 mmol.L"*, EDTA 1 mmol.L™*, KCI 60
mmol.L™) contendo CaCl, ou MgCl, 4 mmol.L™" ou meio de reagéo Il (imidazol-HCI
25 mmol.L'* pH 8.0, DTT 1 mmol.L"Y, EDTA 2 mmol.L™) com KCI 60 ou 600
mmol.L™. A reacéo foi iniciada pela adicdo de ATP 1 mmol.L™ e interrompida com
2 mL de solucdo de dosagem de fosfato. A atividade Ca®*-ATPase basal
especifica foi £ 1500 nmols Pi/ mg Prot./ min. As barras indicam erro padrdo
calculado para 3 preparacgdes distintas.
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Figura 7: Efeito de actina na atividade Mg?-ATPase de S5

Cerca de 5 pg de S5 foram incubados a 37°C por 20 min em meio de reacao |
(imidazol-HCI 25 mmol.L™* pH 8.0, DTT 1 mmol.LY, EDTA 1 mmol.L™, KCI 60
mmol.L™") contendo MgCl, 4 mmol.L™ e cerca de 500 pg de actina de misculo
esquelético de coelho onde indicado. A reacdo foi iniciada pela adicdo de ATP 1
mmol.L™ e interrompida com 2 mL de solugéo de dosagem de fosfato. A atividade
Mg®*-ATPase basal especifica foi + 23,5 nmols Pi/ mg Prot./ min. As barras
indicam erro padrao calculado para 3 prepara¢des distintas. Actina de musculo
esquelético foi preparado como descrito por Spudich e Watt (1971).
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A fragéo particulada de larva de P. nucleorum possui uma ATPase que
expressa alta atividade ATPase na presenca de calcio e esta foi sensivelmente
inibida por tapsigargina (Duarte e Coelho, manuscrito em preparagéo), um inibidor
especifico de Ca?*-ATPase de reticulo endoplasmatico (Kijima et al., 1991; Lytton
et al., 1991). Ca*-ATPase de reticulo sarcoplasmatico de musculo cardiaco e
esquelético, por exemplo, foi inibida em mais de 80% por 100 nmol.L™ de
tapsigargina (Kijima et al., 1991; Lytton et al., 1991). Para verificar se a Ca*'-
ATPase isolada de fracdo soluvel de larva de P. nucleorum, também, possui
propriedades similares as de Ca®*-ATPase de reticulo endoplasmatico, a fracdo
S5 foi incubada com tapsigargina. Ndo foi detectada inibicdo da atividade Ca*'-
ATPase da fracdo S5 em meio de reacdo contendo tapsigargina 140 pmol.L™
(Figura 8) indicando que uma Ca®*-ATPase de reticulo endoplamatico ndo é a
enzima responsavel pela atividade dessa fragdo. A atividade Ca**-ATPase
também néo foi sensivel a calmodulina (dados ndo mostrados), uma proteina
ligante de célcio, que se liga a regido C-terminal de algumas Ca®'-ATPases e
estimula sua atividade (Carafoli, 1991). N&o foi observado na fracdo S5 nenhum
polipeptideo com Mr em torno de 100 e nem de 130 kDa (Fig. 3), que
corresponde, respectivamente, ao Mr de Ca?*-ATPase de reticulo endoplasmatico
(Yao et al., 1998) e de membrana plasmatica (Verma et al., 1988; Greeb e Shull,
1989). Azida, um inibidor de F;-ATPase (Vasilyeva et al., 1982; Harris, 1989), e
ouabaina, um inibidor de Na'/K*-ATPase (Wheeler e Whittam, 1962), também,
nao inibiram a atividade da enzima isolada de larva de P. nucleorum (Figura 8)
sugerindo que essas ATPases ndo estdo presentes na fragcdo ATPase obtida de

fragd@o soluvel de larva de Pachymerus nucleorum.
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Figura 8: Efeito de inibidores de ATPases na atividade Ca*-ATPase de S5
Cerca de 2 pg de S5 foram incubados a 37°C por 20 min em meio de reagéo |
(imidazol-HCI 25 mmol.L™* pH 8.0, DTT 1 mmol.L*, EDTA 1 mmol.L™, KCI 60
mmol.L™") contendo CaCl, 4 mmol.L™" e tapsigargina 140 pmol.L™, ouabaina 1,7
mmol.L™! ou azida 1 mmol.L™* onde indicado. A reaco foi iniciada pela adicdo de
ATP 1 mmol.L™" e interrompida com 2 mL de solucdo de dosagem de fosfato. A
atividade Ca*-ATPase basal especifica foi + 1500 nmols Pi/ mg Prot./ min. As
barras indicam erro padrédo calculado para 3 preparagdes distintas.

Diferente de Ca®*-ATPase isolada de varios tecidos e caracterizada, a
atividade Ca?-ATPase isolada de fragédo particulada de larva de P. nucleorum
ndo expressa atividade Mg*-ATPase e esse cétion inibe sensivelmente a sua
atividade Ca?-ATPase (Cruz e Coelho, 2006, manuscrito submetido). Similar ao
observado para a ATPase isolada da fracdo particulada de larva de P. nucleorum,
a ATPase isolada a partir da fragcdo soluvel da larva desse bruchineo, também,
ndo expressou atividade Mg**-ATPase (Figura 6) e sua atividade Ca?*-ATPase foi
inibida por magnésio (Figura 9). Enquanto aproximadamente 0,25 mmol.L™*
magnésio inibiu 50% da atividade Ca”*-ATPase da enzima isolada da fracdo
particulada (Cruz e Coelho, 2006, manuscrito submetido), a enzima isolada da
fracdo sollvel requer aproximadamente 0,8 mmol.L™ de magnésio para a mesma
inibicdo (Figura 9). Esse é um dado interessante, pois, em geral, as ATPases
requerem magnésio para expressar sua atividade e inclusive o verdadeiro

substrato de vérias ATPases é o complexo Mg®*/ATP. Uma caracterizacdo mais
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aprofundada da ATPase de larva de Pachymerus nucleorum pode esclarecer
essa questdo. Além de magnésio, a ATPase isolada de fracdo particulada de P.
nucleorum foi sensivelmente inibida por cobre e zinco (Dias e Coelho, 2007a). A
Figura 10 mostra que zinco 1 mmol.L™ praticamente n&o inibiu a atividade Ca?*-
ATPase da fracdo S5, enquanto que cobre 1 mmol.L™" inibiu apenas 25 % da

atividade Ca®*-ATPase.
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Figura 9: Efeito de Mg?* na atividade Ca®*-ATPase de S5

Cerca de 2 pg de S5 foram incubados a 37°C por 20 min em meio de reacao |
(imidazol-HCI 25 mmol.L™* pH 8.0, DTT 1 mmol.LY, EDTA 1 mmol.L™*, KCI 60
mmol.L™") contendo CaCl, 4 mmol.L™ e MgCl, na concentracdo indicada. A reacéo
foi iniciada pela adicdo de ATP 1 mmol.L™* e interrompida com 2 mL de solucéo de
dosagem de fosfato. A atividade Ca®*-ATPase basal especifica (sem Mg?) foi +
1500 nmols Pi/ mg Prot./ min. As barras indicam erro padréo calculado para 3
preparagdes distintas.

No intuito de verificar a especificidade de substrato da enzima isolada
de fracdo sollvel de larva de P. nucleorum, a fracdo S5 foi incubada em meio de
reacdo contendo AMP, ADP ou GTP no lugar de ATP. Foi testada também a
hidrélise de pirofosfato. O ADP e o GTP foram muito pouco hidrolisados pela
enzima da fracdo S5, enquanto AMP e PPi ndo foram hidrolisados (Figura 11). A

auséncia de atividade pirofosfatase sugere a auséncia desta enzima na fragao S5.
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Apirases (ecto-ATPases) hidrolisam o fosfato terminal de ambos, ATP e ADP
(Plesner, 1995) e também parece nao estarem presentes na fracdo S5 de larva de

P. nucleorum.
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Figura 10: Efeito de cobre e zinco na atividade Ca?*-ATPase de S5

Cerca de 2 pg de S5 foram incubados a 37°C por 20 min em meio de reacgao |
(imidazol-HCI 25 mmol.L™ pH 8.0, DTT 1 mmol.L"*, EDTA 1 mmol.L™*, KCI 60
mmol.L™") contendo CaCl, 4 mmol.L™ e CuCl, ou ZnCl, 1 mmol.L™* onde indicado.
A reacdo foi iniciada pela adicdo de ATP 1 mmol.L™ e interrompida com 2 mL de
solucéo de dosagem de fosfato. A atividade Ca**-ATPase basal especifica foi +
1500 nmols Pi/ mg Prot./ min. As barras indicam erro padréo calculado para 3
preparacgdes distintas.

Nesse trabalho, foi isolado, a partir de fragdo sollvel de larva de P.
nucleorum, um polipeptideo de 205 kDa que, similar a miosina Il e V, foi
precipitado pelo congelamento e descongelamento de fragdo solavel. P205 co-
purificou com um polipeptideo, que apresentou Mr em SDS-PAGE similar a actina
e esta fracdo expressou alta atividade Ca®*-ATPase, mas ndo foi detectada
atividade Mg?*-ATPase e nem K'/EDTA-ATPase.
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Figura 11: Especificidade de substrate da fragdo S5

Cerca de 2 pg de S5 foram incubados a 37°C por 20 min em meio de reagéo |
(imidazol-HCI 25 mmol.L™* pH 8.0, DTT 1 mmol.L"*, EDTA 1 mmol.L™*, KCI 60
mmol.L™") contendo CaCl, 4 mmol.L™ e o respectivo substrato a 1 mmol.L™*. A
reacdo foi iniciada pela adicdo de S5 e interrompida com 2 mL de solugdo de
dosagem de fosfato. A atividade Ca”**-ATPase basal especifica foi + 1500 nmols
Pi/ mg Prot./ min. As barras indicam erro padréo calculado para 3 preparacdes
distintas.
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Anexo 1 — Preparacéo das larvas de P. nucleorum

O coco babacu foi fixado em uma superficie rigida e entdo aberto com
o auxilio de uma machadinha aplicada perpendicularmente ao maior comprimento
do coco, de onde as larvas frescas foram extraidas. As larvas foram mobilizadas
em placas de petri onde eram lavadas em agua normal e agua Mili-Q, em seguida
cada larva era afixada em uma placa de isopor limpa com o uso de dois alfinetes,
um na cabeca e um na regiao terminal da larva (figura 1). Com o auxilio constante
de uma lupa, a larva foi cortada longitudinalmente por uma lamina de bisturi com
um corte leve e superficial. Outros dois alfinetes foram entdo afixados, separando
os dois lados da larva. Neste momento € possivel distinguir o sistema digestivo da
larva e retird-lo com seguranca (figura 1). As larvas foram entdo imersas em

tampéao de extracdo e homogeneizadas em seguida.

Figura 1: Fotos da dissecacao da larva de P. nucleorum

O procedimento ilustrado foi realizado com todas as larvas antes da
homogeneizacao, no intuito da retirada do sistema digestério, conforme material e
métodos.
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Anexo 2 — Determinacgao da atividade ATPase

Para os ensaios de atividade Ca’"-ATPase, as amostras foram
incubadas em meio de reacéo especifico (meio de reacédo 1) contendo: Imidazol-
HCI 25 mmol.L™ pH 7,5, EDTA 1 mmol.L™", DTT 1 mmol.L*, CaCl, 5 mmol.L™ e
KCI 60 mmol.L™. A reac&o foi iniciada pela adicdo de 20nL de ATP 10 mmol.L™
com o volume final fixo em 200nL, sendo imediatamente incubada a uma
temperatura de 37°C por um periodo de tempo pré-determinado de 20-25
minutos. Ao encerrar 0 tempo de incubagéo, foram acrescentados 2 mL de
solucéo de dosagem AAM:

2 volumes de acetona
1 volume de molibdato de aménio 10 mmol.L™

1 volume de &cido sulftrico 5 N

Ao se acrescentar a solucdo AAM, o mesmo foi agitado vigorosamente
por cerca de 15 segundos em vértex e recebeu 200 ni de &cido citrico 1 mol.L™
para interromper a reacdo, seguido por nova agitacdo de cerca de 10 segundos.
Todos ensaios foram realizados em duplicatas, e foram analisados a uma
absorbéancia de 355 nm em espectrofotometro (HITACHI U-2000) usando cubetas
de quartzo.

Para a confecgdo da curva padrdo, uma curva de fosfato diacido de
potassio (KH,PO,) foi feita onde diversas concentracfes, geralmente de 0 a 250
nmoles, foram analisadas ao espectrofotbmetro. Observa-se claramente que
nesta faixa, a absorbancia aumenta linearmente com o aumento de Pi (Figura 2).
Os resultados das leituras, em nmoles de Pi, foram utilizados para o célculo da
atividade especifica em nmoles de Pi por mg de proteina por minutos de
incubacéo.

Para determinacdo do tempo 6timo de incubagcdo da nossa amostra a

atividade ATPase de S5 de P. nucleorum foi avaliada em diferentes tempos
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(Figura 3). A atividade Ca?*-ATPase de S5 parece ser constante ao longo de pelo
menos 20 minutos de incubacdo, ndo apresentando inibicdo, desnaturagédo ou

outros tipos que levam a diminuicdo da atividade enzimatica. ,
R=1,00
1,0 - :

0,8
0,6

0,4 -

Abs (355 nm)

0,2

0,0

T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250

[Pi] (nM)

Figura 2: Curva padréo de fosfato (Pi), com coeficiente de linearidade (R?
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Figura 3: Atividade ATPase de S5 de acordo com o tempo.

Cerca de 2 pg de S5 foram incubados a 37°C por tempos variados (de 0 a 20
minutos) em meio de reacéo | (imidazol-HCI 25 mmol.L™* pH 8.0, DTT 1 mmol.L™,
EDTA 1 mmol.L™, CaCl, 4 mmol.L™* e KCI 60 mmol.L™). A reagéo foi iniciado com
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a adicdo de ATP 1 mmol.L™ e interrompida com a adi¢&o de 2 mL de solucéo de
dosagem de fosfato (conforme material e métodos). As barras indicam erro
padréo calculado paran = 3.

Anexo 3 - Dosagem de proteinas

A concentracdo de proteina das fracbes de interesse foi determinada
segundo o método descrito por BRADFORD (1976). Aliquotas das respectivas
fracdes foram previamente diluidas em 100 nL de agua Mili-Q e posteriormente,
completadas com a adi¢cdo de 3 mL do Reagente de Bradford (coomassie Blue G
0,1 mg/mL, &lcool etilico 4,75% e acido fosférico 8,5%). As determina¢cdes foram
realizadas em duplicatas, lendo-se em espectrofotometro no comprimento de

onda de 595 nm.
Os valores encontrados para as amostras foram comparados a uma

curva padrdao (Figura 4) construida utilizando-se diferentes concentracfes de

albumina de soro bovino (BSA) para a determinagdo matematica da concentracao

de proteinas.
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Figura 4: Curva padrao de proteina (BSA), com coeficiente de linearidade
(R
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Anexo 4 - SDS-PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio
(SDS-PAGE) foi realizada em placas de vidro e ceramica de 10 x 10 x 0,06 cm de
dimensdes (Hoefer®). As amostras a serem analisadas foram preparadas na
propor¢céao de 10:1 da fragdo em questdo para o tampé&o da amostra (SDS 8,75%,
Sacarose 600 mmol.L, Tris HCI 50 mmol.L? pH 6,8, b-mercaptoetanol 1,43
mol.L!, EGTA-K 10 mmol.L'* e azul de bromofenol). As amostras foram entéo
aquecidas em banho maria a aproximadamente 100°C por no minimo 2 minutos.

As amostras, apoOs preparadas, foram aplicadas no gel utilizando
microseringas (Hamilton®) de volume variavel. Os géis foram preparados em uma
concentracdo gradiente de 5 a 24% e para execucdo foram montados em uma
cuba Hoefer® Mighty Small Il com tamp&o eletrodo (Tris-HCI 25 mmol.L'1 pH 8,3,
EDTA 2 mmol.L?, Glicina 200 mmol.L™ e SDS 2,5 mmol.L™"). O gel foi entéo
conectado a fonte (BIO-RAD Power Pac 1000), onde a eletroforese foi realizada
sob uma corrente constante de 25 miliamperes.

Junto das amostras foi aplicado também um padrdo de massa
molecular (SDS-6H, Sigma®) que contém: cadeia pesada de miosina (205 kDa), b-
galactosidase (116 kDa), fosforilase-b (97 kDa), albumina bovina (66 kDa),
ovoalbumina (45 kDa) e anidrase carboOnica (29 kDa). ApGs a corrida o gel foi
entdo corado com solugdo corante (Comassie Brilliant Blue — R-250 1,25 mg/mL,
metanol 50% e acido acético 40%) e posteriormente descorado com metanol 30%

e acido acético 10%.

Anexo 5 - Determinacdo da massa molecular de polipeptideos

7

SDS-PAGE é frequentemente utilizado para determinar a massa
molecular relativa (Mr) de um polipeptideo uma vez que sua migracdo em
sistemas de gel desnaturantes € geralmente proporcional a massa do

polipeptideo. A estimativa do Mr dos polipeptideos de interesse foi feita utilizando

95



uma curva plotada com a migracao relativa (Rf) dos polipeptideos presentes no
padrdo de massa molecular, e o logaritmo (log) de cada massa molecular
correspondente (Figura 5). O valor de cada Rf foi obtido pela divisdo da distancia
de migracdo dos padrbes a partir da origem do gel pela distancia de migragdo da
origem do gel até a frente de corrida do gel. A massa molecular do polipeptideo
de interesse foi calculada pela leitura do Rf do mesmo no grafico plotado com os

polipeptideos do padrdo de massa molecular.

5,4
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4,6

4,4

T T T T T T T T T
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Figura 5: Curva padréo de determinacédo de massa molecular

Curva padrdao de determinacdo de massa molecular com coeficiente de
linearidade (R2). Padrbes de massa molecular: cadeia pesada de miosina (205
kDa), b-galactosidase (116 kDa), fosforilase-b (97 kDa), albumina bovina (66
kDa), ovoalbumina (45 kDa) e anidrase carbonica (29 kDa).
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